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Uber die anorganischen Bestandteile des Krebspanzers. 
Von 


Philips E. H. Jones, B. Se. 


(Aus dem I. Zoologischen und tierphysiologischen Institut der Universitét Wien.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Mai 1934.) 


Eingehende Analysen der anorganischen Bestandteile der 
Arthropoden-Cuticula fehlen fast véllig. v. Firth’) zitiert eine 
Anzahl ilterer Untersuchungen, die zumeist vor 18567) ausgefiihrt 
wurden. Die gleichen Angaben finden sich bei Meyer’). Seine 
eigenen Berechnungen aus Analysen von Gesamttieren sind nicht 
verwertbar. Die in diesen Arbeiten angefiihrten Werte schwanken 
von 40,0—67,8 °/, CaCO, und 3,2—14,7°/, Ca,(PO,), (Malakostraken). 
Aus den letzten Jahrzehnten liegen noch zwei Arbeiten iiber den 
Flu8krebs (Potamobius-Astacus) vor, aus denen sich folgende 
Mengen berechnen: 21,75°/, Ca und 0,61°/, P4) baw. 19,02°/, Ca 
und 0,365°/, Mg®). Verglichen mit unseren Befunden sind die 
Ca-Werte und der P-Wert zu niedrig. 

Wir hatten uns zum Ziel gesetzt, bei zwei Vertretern der 
dekapoden Krebse: einem SiiBwasserbewohner, dem Fluf8krebs 
Potamobius (Astacus) fluviatilis L. und dem zur gleichen Familie 
gehérenden, das Meer bewohnenden Hummer Astacus gammarus L. 
(Homarus vulgaris M. E.), miglichst genau Ca, Mg und P zu be- 
stimmen. 

Verwendet wurden die Panzer von 10 vollverkalkten Flufkrebsen und 
der abgeworfene Panzer eines Hummers (Helgoland). Nach griindlichster 
mechanischer Reinigung wurden die Schalen bei 105° zur Konstanz ge- 
trocknet, das Trockengewicht bestimmt und mit 1°/, HCl (Gehalts-°/,) bei 
Zimmertemperatur entkalkt. Die organische Substanz wurde gewaschen, 
bei 105° getrocknet und im salzsauren Filtrat die anorganischen Bestand- 
teile bestimmt: Ca als Oxalat gewogen; Mg kolorimetrisch ermittelt®); P als 
Molybdat gefillt, in Lauge gelést und mit Sdure titriert, nach Neumann- 
Gregersen-Kleinmann’). 

1) Vgl. chem. Physiol. nied. Tiere. Jena, 1903. 

*) SchloBberger, Chemie d. Gewebe. Leipzig und Heidelberg, 1865. 

*) Wiss. Meeresunters. N. F. 16. Abt. Kiel, 231 (1914). 

*) A. Kelly, Jenaisch. Z. Naturw. 38, 429 (1901). 

5) O. Biittschli, Abh. K. Ges. Wiss. Gottingen, Math. phys. KI. 6, 1908. 

*) Vgl. R. Turek, Arch. Naturgesch. N. F. 2, 291 (1938). 

) Vgl. P. Rona, Prakt. physiol. Chemie, 2, 398 (1929). 
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Das Ergebnis wird am besten in einer Tabelle veranschau- 
licht (°/, der Trockensubstanz): 





























F. Organische | 
Art Ca Mg r te Or 
Potamobius-Thorax 28,814 0,198 1,57 20,08 
28,581 1,57 
Astacus-Thorax .. 27,994 0,384 2,441 
28,005 2,444 19,294 
Astacus-Scheren . . 30,564 1,206 
30,778 0,320 1,392 18,938 


Ins Auge fallt zunichst einmal der sehr viel gréBere Gehalt 
des Hummerpanzers an Mg, wie das wohl fiir alle meeres- 
bewohnenden Wirbellosen charakteristisch ist, und dann der 
Unterschied zwischen Thorax und Scheren beim Hummer. Einem 
héheren Ca-Gehalt der Scheren (+ 2,67°/,) entspricht ein viel 
kleinerer Wert an P (fast nur die Hialfte), aber auch ein kleinerer 


Wert an organischer Substanz (— 0,356°/,). Man geht wohl nicht 
fehl, wenn man die Erklirung hierfiir in der stirkeren mecha- | 


nischen Beanspruchung der Schere sucht, die eine stirkere Ver- 


kalkung erfordert (wohl als CaCO,). Solche regionalen Unterschiede | 
sind zB. vom Bachflohkrebs (Gammarus pulex L.) bekannt, bei | 


dem polarisationsmikroskopisch nachgewiesen werden konnte, dab 
in den Kiemenplatten (wahrscheinlich im Zusammenhang mit dem 
hier stattfindenden Gasaustausch) und in den HinterleibsfiiBen 


eine Kalkablagerung (die im Panzer, den Thoraxbeinen und den 
Fiihlern in Form von Sphiriten ausgebildet ist) fehlt*). Wie weit | 
die Unterschiede zwischen Potamobius und Astacus auf Arteigen- | 


schaften oder Umweltseinfliissen beruhen, kann nur unter Beriick- 


sichtigung eines groBen Materials an verschiedenen Arten und | 
aus mdglichst verschiedenartigen Gewidssern festgestellt werden. | 
Der Gehalt des SiiBwassers an Ca und Mg schwankt von 9,7 bis | 
95,4 mg/Liter bzw. 2,0—52,2 mg/Liter, wobei beide Ionen keines- | 


wegs parallel gehen. 


Die Untersuchungen wurden mit Apparaten ausgefiihrt, die Herrn Prof. 
Dr. Paul Kriiger von der deutschen Notgemeinschaft zur Verfiigung ge- 
stellt worden sind. 





1) W. J. Schmidt, die Bausteine d. Tierk6rp. i. polaris. Lichte, Bonn 
1924, S. 258—260. 
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Chemischer Aufbau der Knochensalze 
bei gesunden und bei rachitischen Tieren. 


Von 


J. Marek, 0. Wellmann und L. Urbanyi. 


(Aus dem Zootechn. und dem medizin. Institut der Kgl. ungar. Tierirztlichen Hochschule.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1934.) 


Die recht bedeutende Bestindigkeit und von Alter und Nahrung 
scheinbare Unabhingigkeit der Aschenzusammensetzung der Knochenmasse 
fiihrte zu der Auffassung, daB die Knochensalze als eine wohl umgrenzte, 
bestiindige, aus Tricalciumphosphat und Calciumcarbonat bestehende Mole- 
kularverbindung in den Knochen vorhanden sind. Werner’) dachte an 


einen den in der freien Natur vorkommenden anorganischen Phosphaten 


— Apatiten — i&hnlichen chemischen Aufbau. Gassmann’*) glaubte 
hierfir Beweise gefunden zu haben in Ergebnissen, die er durch die 


- chemische Analyse gesunder und rachitischer Knochen von Menschen er- 


halten hat. Nach dem letzt angefiihrten Forscher soll die Hauptmasse des 
Mineralstoffgehaltes der Knochen vertreten sein durch ein chemisch den 
Apatiten ihnlich aufgebautes Phosphatocalciumcarbonat mit folgender 


Formel: 
O—PO,Ca 
Ca} >Ca | Joo, 
O—PO,Ca/, 


Aus dem Molekularyerhiltnis Ca: P:CO, = 10:6:1 der einzelnen Bestand- 


teile der Verbindung sollen 9,3 Teile Ca,(PO,), mit 1 Teil CaCO, verbunden 
sein. Da ferner Gassmann das Molekularverhiltnis des Ca-, P- und CQ,- 
Gehaltes in der Knochenasche wie 10: 5,8: 0,9 gefunden hat, welche Zahlen- 
werte dem fiir das Phosphatocalciumcarbonat berechneten Molekularverhiltnis 
sehr nahekommen, so erachtete er es als erwiesen, daB die Hauptmasse 
des Mineralstoffgehaltes der Knochenmasse durch eine solehe Komplex- 
verbindung gebildet wird. 

Diese Auffassung wurde alsbald allgemein angenommen und von 
Réhmann'") seiner Ossifikationshypothese zugrunde gelegt. Zu ihrer Ver- 
allgemeinerung hat auch der Umstand beigetragen, daB es Gassmann ge- 
lungen ist, das Vorkommen der fraglichen Komplexverbindung auch 
versuchsmiBig zu zeigen, daB fernerhin spiiter mehrere Forscher réntgen- 
spektroskopische Beweise in dieser Beziehung erbracht zu haben glaubten. 
Insbesondere gaben de Jong‘) sowie Taylor und Sheard") in den 
Réntgenspektren von Knochen, von Zahnschmelz und von krankhaften 
Verkalkungen die gleichen kennzeichnenden Linien an, die fiir die Apatite 
als charakteristisch gelten, sie vermiBten andrerseits auf das Vorhandensein 

1* 
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von Ca,(PO,), oder von CaHPO, hinweisende Linien. In dhnlicher Weise 
erkannte Roseberry?*) in den Spektrumlinien der Knochen die fiir das 
Carbonatapatit kennzeichnenden Linien, fand jedoch nicht fiir das CaCO, 
und CaHPO, kennzeichnende Linien. 

Schon im Laufe unserer friiheren Untersuchungen) stieBen wir auf 
solche Ergebnisse, die gegeniiber der Gassmannschen Auffassung darauf 
hindeuteten, daB trotz der nahezu bestindigen Zusammensetzung der 
Knochenasche der Tricalciumphosphat- und Calciumcarbonatgehalt der 
Knochenmasse keine wohlumgrenzte Komplexverbindung sein kann, daf 
namentlich bei Tieren, die eine mineralstofflich verschiedenartig zusammen- 
gesetzte Nahrung hatten, das gegenseitige Mengenverhiltnis von Ca,(PO,), 
und CaCO, nicht den Bedingungen einer Komplexverbindung entspricht. 
Auf Grund hierauf gerichteter friiherer Untersuchungen konnten wir sogar 
in bestimmter Form darauf hinweisen, da das Tricalciumphosphat und 
das Calciumearbonat nur als eine Mischung vorhanden sind und daf ihr 
gegenseitiges Mengenverhiltnis durch die jeweilige Zusammensetzung der 
Nahrung recht bedeutend abgeiindert werden kann. Imitibrigen wird die A patit- 
hypothese auch von Morgulis”) abgelehnt, weil er das Ca,(PO,),/CaC0,- 
Verhiltnis in verschiedenen tierischen Knochen als zwischen ziemlich weiten 
Grenzen wechselnd gefunden hat. Des weiteren wiesen Howland, 
Marriott und Kramer’), ferner Kramer und Shear’) in Rattenknochen 
eine bedeutende Verinderlichkeit des Ca,(PO,),/CaCO,-Verhiiltnisses je nach 
Alter und Ernihrung nach. Zu ihnlichem Ergebnis gelangten auch Neal, 
Palmer, Eckles und Gullickson”) bei der Analyse von Rinderknochen. 
Andrerseits konnte Funaoka’) bei seinen réntgenspektrographischen Unter- 
suchungen an 24 Phosphatverbindungen, mazerierten menschlichen Knochen 
und an feinem Knochenpulver nachweisen, daB entsprechend dem vor- 
handenen sehr geringen Unterschiede zwischen Ca,(PO,), und der Knochen- 
asche der mineralstoffliche Hauptbestandteil des Knochens Tricalcium- 
phosphat sein muB. 

Auf einer ganz anderen Grundlage wurden gegen die Gassmannsche 
Auffassung*) Einwiinde erhoben von Klement®), der zeigen konnte, dab 
viel gréBere Mengen des Kohlensiiuregehaltes im Knochen mit Wasser aus- 
gewaschen werden kénnen, als es die Werner-Gassmannsche Auffassung 
zulabt. Nach Klement soll der gréBere Teil der Kohlensiure an Alkalien 
oder an Magnesium gebunden und dementsprechend das Ca teilweise in 
Hydroxydform mit dem Tricalciumphosphat verkniipft sein, die Hauptmasse 
des Mineralstoffgehaltes in den Knochen daher ein basisches Calcium- 
phosphat darstellen, dem jeweils verschiedene Mengen von Kalkcarbonat 
beigemengt sind. Auf Grund analytischer Ergebnisse in Knochen, die mit 
Tetrachlorkohlenstoff entfettet wurden, wird von dem Verfasser folgendes 
Molekularverhiltnis der Mineralstoffe angegeben: 


Ca,(PO,). : Ca(OH), : CaCO, = 3:1,2:0,4. 


GewissermaBen zu dhnlichem Ergebnis gelangte auch Morgulis") bei 
seinen Untersuchungen an Knochen, die er in mit Kalilauge versetztem 
Glycerin gekocht hat. Es soll namentlich nach ihm neben CaCO, und 
Ca,(PO,), eine basische Verbindung mit folgender Zusammensetzung 


Ca [{Ca,(PO,)of, j (OH). 
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vorhanden sein und die Hauptmasse des Mineralstoffgehaltes der Knochen 
darstellen. Gegeniiber Gassmann behaupten auch Kramer und Shear’), 
daB bei der primiiren Ossifikation CaHPO, im Knochengewebe abgelagert 
werden soll. 


Die sich vielfach widersprechenden Untersuchungsergebnisse 
gaben uns Anlaf§ zu einer weiteren genauen Priifung der Frage 
bzw. zu entsprechender Erginzung unserer friiheren Unter- 
suchungen®) an Knochen von 8 Ferkeln mit verschiedener mineral- 
stofflicher Ernihrung. Es wurden je zweigliedrige Vier-ferkel- 
sruppen eingestellt und simtliche Tiere mit dem gleichen Grund- 
futter aus 100 g Maisschrot, 250 g¢ Gerstenschrot, 50 ¢ Kleie, 

0 g Fleischmehl und 1,8 g NaCl fiir je 10 kg Lebendgewicht 
ernihrt. Diesem Grundfutter wurden beigemischt bei der ersten 
Gruppe (Ferkel 1 und 5) 10 g CaCO, und 0,9 g D-Vitamin nach 
Richter, wodurch seine Erdalkali- Alkalitit (HA) mit dem Wert 
von + 22,53 mg Aquivalenzen ausgestattet wurde. Ahnlich wurde 
bei der zweiten Gruppe (Ferkel 2 und 6) durch Ergiinzung des 
Grundfutters ausschlieflich mit 10 g CaCO, eine EA yon 
4+ 22,63 mg Aquivalenzen erzielt. Die Tiere dieser zwei Gruppen 
blieben wihrend der ganzen Versuchsdauer vollkommen gesund. 
In der dritten Gruppe (Ferkel 3 und 7) belief sich die EA aut 
+ 70,40 mg Aquivalenzen infolge von Ergiinzung des Grundfutters 
mit 20 g CaCO,, in der vierten diranae (Ferkel 4 und 8) da- 
gegen auf — 70,29 mg Aquivalenzen infolge von Ergiinzung mit 
8g NaH, PO,. Die Tiere der dritten und vierten Gruppe erkrankten 
im spiteren Verlaufe des Versuches an hochgradiger Rachitis. Nach 
dem Abschlu8 des Versuches wurden simtliche Tiere durch Blut- 
entziehung getiétet, zerlegt und ihre Réhrenknochen auspripariert. 

Da im Laufe unserer friiheren Untersuchungen der 
verhiltnismiBig hohe Alkaligehalt der knorpeligen Anteile so- 
wie der hohe Fettgehalt des Markes in den Réhrenknochen 
die analytischen Werte in stark stérender Weise beeinfluBbt 
hatte, wurden die Epiphysen der untersuchten Humerus-, 
Femur- und Tibia-Knochen mit der Sige entfernt und nach 
Spaltung des iibriggebliebenen Diaphysenteils das Fettmark und 
die Spongiosa sehr sorgfiltig mechanisch beseitigt. Hierauf wurde 
die subperiostale iuBerste Schicht als die jiingste apponierte 
Knochenmasse abgeschabt, was besonders bei den rachitisch 
erkrankten Tieren leicht vor sich ging. Dann wurde die nichst- 
folgende hartere, mehr weiBlich gefiirbte Schicht ebenfalls durch 
Schaben entfernt. Die in dieser Weise fiir jedes Ferkel gesondert 
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erhaltenen dreierlei Knochenmassen wurden nach Trocknung fein- 
gemahlen. Die Menge der AuBeren Schichtmasse belief sich 
durchschnittlich auf 8,76°/, bei den gesund gebliebenen, auf 
20,61°/, bei den rachitisch erkrankten Tieren, die der mittleren 
Schichtmasse auf 12,53°/, bzw. 21,11°/,, die der inneren 
Schichtmasse auf 78,71°/, bzw. auf 58,28°/, der lufttrockenen 


Gesamtknochenmasse. 


Die Bestimmungen beziehen sich auf den Asche-, Ca-, Mg-, P- und 
CO,-Gehalt. Die Bestimmung der Asche geschah in der iiblichen Weise 
nach Veraschung im elektrischen Ofen. Die in verdiinnter Salzsiure geliste 
Asche wurde nach 5—6 Minuten dauerndem lebhaften Kochen und darauf. 
folgender Abkiihlung auf bekannten Rauminhalt aufgefiillt und aus dieser 
Stammlésung jeder der Aschenbestandteile bestimmt und zwar Ca nach 
dem Oxalatverfahren, Mg und P nach der Urbanyischen "*) kolorimetrischen 
Methode. CO, wurde unmittelbar in der gemahlenen Knochen. 
masse bestimmt, deren abgewogene Menge, im Corleisschen Kolben 
mit verdiinnter Schwefelsiiure unter Wasserstoffentwicklung durch Zugabe 
von Zink versetzt, die entweichende Kohlensiure in Barytwasser von be- 
kanntem Titer aufgefangen und durch das ganze System sorgfialtig kohlen- 
siurefrei gemachte Luft blasenweise hindurchgetrieben wurde. Die fehler- 
freie Titigkeit dieser Vorrichtung haben wir wiederholt mit dem chemisch 
reinen CaCO, Merck (pro analysi) iiberpriift und die Menge des CO, aus 
der Verinderung des Titerwertes des Barytwassers berechnet. 


Analytische Ergebnisse fiir die gemahlene lufttrockne Knochen- 
masse (vgl. Tab. I). Der niedrigste Aschengehalt wurde er- 
mittelt in der iuBeren Schichtmasse, der héchste in der mittleren 
Schicht (mit Ausnahme der Ferkel Nr. 3 u. 8), wihrend er in der 
inneren Schicht nur wenig hinter dem der mittleren Schicht ge- 
blieben ist. In den gleichen Schichtmassen enthielten rachitische 
Knochen im allgemeinen weniger Asche als normale Knochen, 
wobei aber der Mengenunterschied in der auBeren Schichtmasse 
am auffilligsten war, bei den iibrigen 2 Schichten dagegen in dieser 
Beziehung ein gewisser Ausgleich festgestellt werden konnte. Ein 
ihnliches Verhalten lift der Ca-Gehalt der einzelnen Schicht- 
massen erkennen, nur fillt dabei die Eigentiimlichkeit auf, dab 
wihrend der Ca-Gehalt der iuferen Schicht bei gesunden sowie 
bei alkalotisch-rachitischen Tieren im grofen ganzen iiberein- 
stimmt, er bei den azidotisch-rachitischen Tieren viel niedriger 
steht, dieser bedeutende Unterschied aber bereits in der niichst- 
folgenden mittleren Schicht weitgehend abnimmt und in der inneren 
Schicht nur sehr gering ist. Hiergegen zeigte der Mg-Gehalt 
in allen 3 Schichten das gleiche Verhalten und war in rachi- 
tischen Knochen geringer als sonst. VerhiltnismiBig die geringsten 
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Schwankungen la8t erkennen der P-Gehalt, wobei die ‘AuBere 
Schichtmasse die gréBten P-Mengen in den gesunden, mittlere 
P-Mengen in den alkalotisch-rachitischen und die geringsten P- 
Mengen in den azidotisch-rachitischen Knochen aufgewiesen hat. 
Kigentiimlicherweise kommt unter Abflauung dieser Unterschiede 
in den weiteren 2 Schichtmassen der P-Gehalt der azidotisch- 
rachitischen Knochen dem der normalen Knochen am _ nichsten 
zu stehen, wahrend in den alkalotisch-rachitischen Knochen er 
selbst in der inneren Schichtmasse unter den iibrigen Zahlen- 
werten liegt. Im allgemeinen nimmt aber der P-Gehalt von der 
Peripherie bis zur innersten Schicht allméhlich zu und steht in 
der inneren Schichtmasse am héchsten. Der CO,-Gehalt der 
iuBeren Schicht war am niedrigsten bei den azidotischen, héher 
bei den normal-vitaminotischen, noch héher bei den normalen 
und auffallend hoch bei den alkalotischen Ferkeln. Ahnlich den 
P-Werten waren die Unterschiede am geringsten im Bereiche der 
mittleren Schicht aber auch hier bei den alkalotischen Tieren am 
hichsten. Als Eigentiimlichkeit ist ferner hervorzuheben, daB in 
der mittleren Schicht den niedrigsten P-Werten die héchsten CO,- 
Werte gegeniiberstehen. Wenn man vom Ferkel 1 und 8 ab- 
sieht, zeigt der CO,-Gehalt der inneren Schicht eine Abnahme 
gegeniiber der mittleren Schicht. 

Aus den analytischen Ergebnissen und der absoluten luft- 
trocknen Menge der 3 Knochenschichten wurde weiterhin der Ge- 
halt an Asche, Ca, Mg, P und CO, fiir den ganzen Knochen be- 
rechnet und dabei gefunden, da diese Werte in rachitischen 
Knochen niedriger sind als in gesunden. Gegeniiber von gesund 
gebliebenen Ferkeln zeigt sich der CO,-Gehalt der alkalotisch- 
rachitischen Knochen vermehrt, bei den azidotisch-rachitischen 
Tieren dagegen leicht vermindert. Gegeniiber Gassmann hat 
sich ferner ergeben, da® in rachitischen Knochen weniger Mg 
enthalten ist. Auch das wurde weiterhin festgestellt, daB bei 
kalkreicher Ernaihrung unter Abnahme von Ca, Mg und P der 
CO,-Gehalt bedeutend zunimmt, wahrend eine phosphorreiche 
Fiitterung den Ca-Gehalt stirker, den Mg- und den CO,-Gehalt 
nur miBig heruntergehen laBt bei gleichzeitig erkennbarem An- 
steigen des P-Gehaltes. 

Zur besseren Veranschaulichung der geschilderten Unter- 
schiede haben wir auf Grund wahrscheinlicher Verteilung der 
Mineralstoffe fiir je zwei mineralstofflich gleich gefiitterte Ferkel 
den Gehalt an Ca,(PO,),, CaCO, und Mg,(PO,), in den 3 Schicht- 
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Tabelle & I. 
Zusammensetzung des Diaphysenanteiles de Ré 
ae a. AuBere Knochenschicht Mitt. lere 
alkali-Alkali-|_— a | le 

Nr. Versuchsferkel zitiit (EA) Asche| Ca | Mg | P | CO, | Asche 
der Nahrung | —__§ — 

in mg-Aquiv. 

1 ‘Merasieentnaligils gefiittert 4-22.53 53 360/19, 339 |0,367 8,937 2,721 | 64,12) 22, 
5 desgl. °° | 57,080 20,591 /0,391 9,707 2,985 | 64,92 23, 
2 | Normal gefiittert +22.63 55,040 19,938)0,378 9,245/3,058 | 63,640 B23, 
6 desgl. we 16T ,080 21, 10420, 390 9,654/3,072 | 64.59) $23. 
3 Alkalotiseh rachitisch erkrankt 4.70.40 49,880/19,238 0,257 8.221 3,657 | 59,280 21, 
7] desi 54,480 20,841 (0,360 8,670|4,045 | 63,240 23, 
4 | Azidotisch-rachitisch erkrankt ~ 10.29 40, 960, 15, 721 0,269 7,208 2,706 | 62,280 22, 
8 desgl. = 38 000 14 429 0,266 6,517/2,633 | 61,240 22, 
Tabelle & II 
Durchschnittswerte fiir die Knochen-— zu 
a1f[tef[s{a4{ is [6 |z7|{ s{ofm1 
Vernnsiateteal ____ Lafttrockene_ ae Le Knochen- _ 
(Durchschnittswerte s | cs | An CO, | | 5 4 
von je zwei mit Sid So | gebundenes Ca | , Al ¢ 
dem gleichen Futter . | 2 = Jpresr ong james 7 | Me P| Cia 
> , | — | neter |gemessener - 
erniihrten Tieren) ) | = | Wert Wert | C 
Hundert-f sat: 
AuBeref Kn 
Normal-vitaminotisch | 45,011 | 6,489 | 1,366 | 2,522 | 2,599 [36,15 | 0,69 | 16,88 | 5,16, | 81 
Nf 6 ‘ | 2 } 7 eal & 
or ee oP a a ape 
Azidotisch . 33,171 | | 6,073 0,964 | 2,219 2,432 38,17 | 0,68 | 17,37 | 6,76 | 83 
Mittleref Kn 
Normal-vitaminotisch | 50,020 | 8,386 | 1,676] 3,912 | 3,359 [36,10] 0,72] 16,11] 5,71 B | 77 
Normal . . 51,028 | 8/636 1,840 | 3,848 | 3,459 | 36,86 0,79 | 16,59 | 5,2 J 79 
Alkalotisch 46,782 | 9,734 | 1,135 | 4,312 | 3,899 | 36,51| 0,51 | 15,71 | 6,98 Fy 76 
Azidotisch . 49,620 | 8,387| 1,481| 3,416 | 3,359 | 36,91 | 0,66 | 16,63 | 5,97 |B | 80 
Inneref Kn 
Normal-vitaminotisch | 52,540 | 8,511 | 1,528 | 3,361 3,409 37,71 | 0,67 | 17,27 | 5,94 Fy 88 
Normal . . 52,383 | 8,444|1,451| 3,448 | 3,882 | 87,75 0,64 | 17,19 | 5,00 |B) 88 
Alkalotisch 50,383 | 8,944 1,175 | 3,722 | 3,582 | 87,72] 0,53 | 16,80 | 6,38 [ify 81 
Azidotisch . . 52,023 | 8,370|1,408| 3,115 | 3,352 | 37,88| 0,63 | 17,47 | 5,98 BI 84 
Gesamt-f kno 
Normal-vitaminotisch | 51,670 | 8,336 | 1,532 | 3,347 8,338 | 37,40 | 0,68 | 17, 12 | 5,8 86 |} 82 
Alkalotisch elaine | tae | fee es 
alotisc oe 0 ’ ) ) | 3,905 | 3, , | Bx 
Azidotisch. . . . . |48,835|7,908/1,360| 3,088 | 3,161 | 37,72] 0,65 | 17, "28 | 5,96 |p | 83 


















































































































































Chemischer Aufbau der Knochensalze usw. 9 
abelle— L 
les dep { Réhrenknochen je nach deren verschiedenen Schichten. 
Mitt. lere Knochenschicht Innere Knochenschicht Gesamtknochen 
. | Asche lal) Ca | Mg| P | CO,|Asche| Ca |Mg| P | CO, | Asche! Ca |Mg| P |CO, 
_— wa Hundertsatz 
1} 64,12) 22, 946.0,49 10 25618, 657 | 63 53,440129,55 597 0,43210,87318,862 | 6 62,769 '23,215|0,428|10,66813,756 
5] 64,929 23, "641 0, 491, 10, 537/3,716 | 62 7400 23, 848 0,416 10,859 3,621 62, 187 23, "527 0,422/10, 718)3, 573 
8 | 63,640 % 23, 447 0, "451 10, 522 3 987 63,400 23,998 0,406 | 10,824/3,914 | 62,569 23,485/0,410 10, 610) 3 837 
21 64,520 5 28, 797) 0,570. 10, 152. 3, "606 62,400 23,497 0, 399 10, 808, 3, 511] 62 ,230|23, 335 0,419/10 1708/3, "487 
7) 59,280 21 (643 0, 294, 9,374) 4, 133 | 62,480 23,447/0,338 10, 525] 3. 804 | 59,150/22,112/0,310) 9,750/3,873 
D | 63,240 23,246 0, 336, 9, 873, 4 "426 60,760 23,046 0, 314:10,177) 4 "060 59, 82 7|22, 459 0,329 9,761/4,154 
6 | 62,280 92795, 5, 0, "410 10, 225, 8, 767 | 60, 880, 23. 104/0 '370 10,609 3,570 59, 799) egetonpt 374 10,293 /3,436 
3 | 61,240 5 22,799, 0, 412 10, 317 3, "606 62, ,000 23, "447 0,411 10,859 3,789 59 "930 2 1,484) (9, 381 9,878 3,517 
abelle F II. 
ochen- § hints in den einzelnen Schichten. 
Pi | 10 u Le 12° | ‘43 {| 14/15] a6 | | 18 
<nochen- ; asche | Molekularverhiltnis 
a aes a > | > AL | ) — 
5 nt PP | yrs we | 
Ao | S | OS | Ca | Ca lois |S Sieg | | 
iii Au —— 16 O a= 2 | | ; 
CO, = 3 S P Mg Sle as a3 | Ca: P: CO,: Mg | Cag(PO,), CaCO, : 
5 S| O|- |) 8\~ 5 | | Mg;(PO,), 
gael 
ee, a mc ncmenemme Oo |x | | 
Tundert: satz | | 
" AuBere evcionndibehs 
38 | 5,16 fF | 81,49] 11,74 | 2,47 | 2,142 | 52,67| 6,94 | 1,980 | 10:6,03:1,80:0,81) 10: 4,47: 0,36 
35 ATE 81,37 | 12,44 | 2,47 | 2,168 | 53,35 /6,54 | 1,939 | 10:5,96:1,86:0,31/ 10: 4,74: 0,36 
24 | 7,37 | 78,50 | 16,78 | 2,12 | 2,343] 65,68 | 4,68 | 1,989 | 10:5,51:1,77:0,26| 10: 6,63: 0,32 
37 | 6,76 P| 83,97 | 15,39 | 2,44 | 2,198 | 56,34/5,45 | 1,906 | 10:5,88:1,61:0,29| 10:5,68: 0,34 
Mittlere peeienemencpp 
11] 5,71) 77,52 | 18,00 | 2,60 | 2,240 | 50,21/5,96 | 1,998 | 10:5,77:1,44:0,33| 10:5,20:0,39 
9 | 5,92 i 79,63 | 18 148 | 2,87 2,220 | 46 87 5,92 | 1,975 | 10:5,82:1,46:0,85] 10:5,25:0,42 
'1 | 6,98 i 76,38 | 15,89 | 1,85 | 2.332 71,40 | 4,80 | 1,982 | 10:5,54:1,74:0,28| 10: 6,45: 0,29 
3 jE 5,97 A 80, 935 | 18, D8 | ry 39 | 2,219 | 55 "46 | 5, 92 | 1,959 10: 5,82: 1,47 : 0,30 10 : 5,24 : 0,35 
Innere f Knochunsediiche 
7 | 5,94 |} 83,51 | 13,52 | 2,42 | 2,183 | 55,97 | 6,18 1,933 | 10:5,92: 1,44: 0,29 10: 5,02 : 0,34 
9 | 5,90 |B} $3,28 | 13,42 | 2,30 2, 195 | 59, 00 | 6 22 1,944 10 : 5,88 : 1,42 : 0,29 10: 4,99 : 0,33 
0 | 6,38 | 81,76 14,52 1,90 | 2,246 | 71, 38 | 5,64 1,952 | 10:5,75:1,54:0,24| 10:5,51:0,27 
7| 5,981 84,67 | 13,62 | 2.29 | 2168 59,74/6,22 | 1.915 | 10:5,96:1,44:0,28| 10: 4,99:0,32 
Gesamt-— knochen 
2 | 5,86 (fF | 82,70 | 13,34 | 2.45 | 2,185 | 54,99 | 6,20 | 1,989 | 10:5,91:1,43:0,80| 10:5,00: 0,35 
8 | 5,86 F} 82,61 | 13,35 | 2,88 | 2,191 | 56,48 6,20 | 1,947 | 10:5,88: 1,42: 0,29) 10: 5,01 : 0,84 
0 6,74 | 79,73 | 15 ‘34 | 1,98 2984 | 69,79 5,20 | 1,964 | 10:5,66:1,64:0,23| 10:5,97:0,29 
85,96 (P| 83,68 | 13,56 | 2,33 | 2182/5833 /6,17 | 1,929 | 10:5,92:1,44:0,28| 10:5,02:0,33 
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massen gesondert berechnet und die erhaltenen Werte auf den 
Aschengehalt bezogen (vgl. Tab. I1). 

Vor der Auseinandersetzung dieser Ergebnisse soll die von 
uns gewihlte Berechnungsart fiir den CaCO, begriindet werden. 
Ks ist lingst bekannt, da8B die Knochenmasse bedeutende Kalk- 
carbonatmengen enthilt, wobei nach Klement, Morgulis u. a. 
ein Teil des nicht in Phosphatform gebundenen Ca in Hydroxyd- 
bindung zugegen sein sollte. Eine solche Auffassung kann jedoch 
nicht zu Recht bestehen, weil sie auf einer schlecht angewandten 
Methodik beruht. Wie aus der Kolumne 4 und 5 der Tab. II 
ersichtlich, stimmt die Menge des auf Grund der analytischen 
Ergebnisse berechneten, nicht an Phosphat gebundenen sogenannten 
Rest-Ca mit dem auf Grund des direkt gemessenen CO,-Gehaltes 
berechneten Rest-Ca verhiltnismiBig gut iiberein. Dementsprechend 
fanden wir die Beriicksichtigung der durch die direkte CO,-Bestim- 
mung berechneten Zahlenwerte fiir zweckméBiger, weil die Be- 
rechnung auf Grund analytischer Ergebnisse unzuverlissiger er- 
scheint zufolge der ihr anhaftenden mehreren Fehlerquellen (ein 
gemeinsamer Versuchsfehler der Ca-, Mg- und P-Bestimmungen). 
Nimmt man z. B. in Betracht, daf sich aus einer falschen Ca- 
Bestimmung ein Unterschied von 0,2°/, ergibt und dieser, auf den 
Gesamt-Ca-Gehalt bezogen, bereits 1°/, betragt, so erreicht der 
Fehler im Werte fiir Rest-Ca 6—8°/,. Dementsprechend be- 
rechtigt der berechnete Rest-Ca-Wert zu keinen weitgehenden 
Schlubfolgerungen. Da nun weiterhin von den untersuchten Knochen 
die gewebsaftreichen Teile entfernt wurden, so konnten in der 
Knochenmasse nur derart geringe Saftmengen zuriickgeblieben 
sein, deren CO,-Gehalt bei dem hohen CO,-Gehalt der Knochen 
vernachlissigt bleiben kann. Nach alledem erscheint die Berech- 
nung des CaCO, auf Grund der direkten CO,-Bestimmung be- 
rechtigt. 

Nach Tab. IT wachst der Ca,(PO,),-Gehalt der einzelnen 
Knochenschichten von der Peripherie nach der mittleren und der 
inneren Schicht zu allmahlich, wihrend CaCO, und Mg,(PQ,), 
ein solches Verhalten weniger deutlich erkennen lassen. Die 
niedrigste Ca,(PO,),-Menge befindet sich in der auBeren Schicht 
der azidotisch-rachitischen Tiere, etwas héher steht er bei den 
alkalotischen, noch héher bei den normal-vitaminotischen und am 
héchsten bei den normal gefiitterten Ferkeln. In der mittleren 
Schichtmasse fndert sich gewissermaBen die Reihenfolge und 
auch die Unterschiede sind geringer, in der inneren Schicht sogar 
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noch mehr abgeflaut, wenn auch der Durchschnittswert fiir die 
alkalotischen Tiere sich niedriger gestaltet als bei den iibrigen 
Ferkeln. Das Verhalten von CaCO, und Mg,(PO,), richtet sich 
selbstverstiindlich nach dem CO,- und dem Mg-Gehalt. 

Die auf die Knochenasche bezogenen Hundertsatzwerte 
kennzeichnen sich durch weitgehende Bestiindigkeit. Den zahlen- 
maiBig zwar unansehnlich erscheinenden, dennoch aber in einer 
bestimmten Richtung gehenden Unterschieden mu eine groBe 
Bedeutung beigemessen werden. Aus den Ergebnissen fiir die 
jiuBere Schicht folgt mit Bestimmtheit, daf die hundertsatzmaiBige 
Zusammensetzung der Knochenasche je nach der mineralstofflichen 
Zusammensetzung der Nahrung wechselt, und daB als die am 
stirksten schwankenden Bestandteile Ca und CO, anzusehen sind. 
Gegeniiber der Knochenaschezusammensetzung bei den normal er- 
nihrten Tieren wurde durch kalkreiche Ernaihrung der Ca- und 
CO,-Gehalt der Knochenasche vermehrt, der Mg- und P-Gehalt 
im Gegenteil vermindert. Ein phosphorreiches Futter bedingte 
ein noch stirkeres Ansteigen des Ca-Gehaltes, beeinfluBte dagegen 
kaum den Mg-Gehalt, lie® aber augenscheinlich den P- und den 
CO,-Gehalt ansteigen. In der mittleren Schicht ist der Unter- 
schied zwar geringer, der Mg- und P-vermindernde sowie der 
CO,-vermehrende Einflu8 der kalkreichen Ernihrung aber trotz- 
dem gut erkennbar. Es wird somit durch die jeweilige Er- 
nihrung nicht nur im jiingst gebildeten, sondern auch 
in dem schon frither vorhandenen Knochengewebe die 
Zusammensetzung der Asche abgeindert. 

Zu dem gleichen Ergebnis kommt man durch einen Vergleich 
des auf die Knochenasche bezogenen Ca,(POQ,),-, CaCO,- und 
Mg,(PO,),-Gehaltes miteinander. Es wurde namentlich in der 
Asche der fuBeren Knochenschichtmasse bei den gesunden Tieren 
ein mittelmaBiger, bei den rachitisch erkrankten ein den Grenz- 
werten entsprechender niedriger oder hoher Ca,(PO,),-Gehalt er- 
mittelt, wobei in der Knochenasche der gleichen Schicht bei den 
gesunden Ferkeln der CaCO,-Gehalt wesentlich geringer war als 
in den rachitischen Knochen. Bei den alkalotisch-rachitischen 
Ferkeln enthielten alle drei Schichten der Knochen neben 
niedrigstem Ca,(PO,),-Gehalt die gréBte Menge von CaCO,, wo- 
bei bemerkenswerter Weise in der mittleren Schicht der niedrigste 
Ca,(PO,),-Gehalt anzutreffen war, wihrend bei den gesunden Tieren 
der CaCO,-Gehalt hier gegeniiber der auBeren Schicht hoher, in 
rachitischen Knochen wiederum niedriger zu stehen kommt, und 
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zwar am deutlichsten bei den azidotischen Tieren. Am geringsten 
ist der Ca,(PO,),-Gehalt in der inneren Schichtmasse, der Einflug 
der mineralstofflichen Zusammensetzung der Nahrung tritt aber 
dennoch auch hier in Erscheinung, insofern, als eine kalkreiche 
Nahrung den Ca,(PO,),-Gehalt der Knochenasche deutlich abnehmen, 
eine phosphorreiche Nahrung ihn zunehmen lie8, weiterhin eine 
D-vitaminreiche und normale Ernihrung einen dem _ phosphor- 
reichen Futter ihnlichen, wenn auch weniger deutlichen Hinfluf 
hatte. Bei gesunden Tieren kommt in der Knochenasche der 
héchste Gehalt an CaCO, der inneren Schicht zu, wihrend bei 
den rachitisch erkrankten Tieren hier der niedrigste, bzw. ein 
den Minimalwert kaum iibertreffender Gehalt nachweisbar war, 
Die Veriinderungen des fiir die Knochenasche bezogenen Mg,(PQ,),- 
Gehaltes verindern sich entsprechend dem Mg-Gehalt. Die gleichen, 
wenn auch weniger deutlichen Ergebnisse liefert die durch Be- 
rechnung ermittelte Zusammensetzung der Knochen. 

Eine bessere Veranschaulichung der Schwankungen in der 
Zusammensetzung wird erméglicht teils durch bestimmte Ver- 
hiltniszahlen, teils durch das Molekularverhiltnis. Aus dem 
Verhalten des Ca/P-Quotienten liBt sich ersehen, daB auf 
Grund dieses Quotienten man schon aus den analytischen 
Ergebnissen auf die Richtung der zusammensetzlichen Verinde- 
rungen der Knochenasche zu schliefen vermag, insofern, als ein 
gréBerer Ca/P-Quotient eine Vermehrung des CaCOQ,, ein niedrigerer 
Quotient das Uberwiegen von Ca,(PO,), angibt, das Verhalten 
des Ca/Mg-Quotienten weiterhin dafiir spricht, daB Mg,(PO,), 
nur als ein Mischungsbestandteil in der Knochenmasse  vor- 
handen sein kann. Ebenso laBt auch das Molekularverhiltnis 
den abindernden EinfluB mineralstofflich verschiedener Futter- 
mittel zum Vorschein kommen. 

Alle diese Feststellungen liefern einen Beweis dafiir, dab 
der mineralstoffliche Anteil der Knochenmasse nicht eine derart 
wohlumgrenzte und bestiindige chemische Verbindung sein kann 
wie das Phosphatocalciumcarbonat. Im Gegenteil spricht alles 
dafiir, daB Ca,(PO,), und CaCO, voneinander unabhingig im 
Skelett Verinderungen erleiden kénnen, daB sie daher bloB als 
eine Mischung zugegen sein kiénnen. Nur so lift sich weiter- 
hin die Feststellung erkliren, da mineralstofflich verschieden- 
artig zusammengesetzte Futtermittel auch die schon vorhin an- 
gesetzte altere Knochenmasse in ihrer Zusammensetzung ver- 
aindern. 
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Am deutlichsten werden veranschaulicht die zwischen der 
Gassmannschen”) Hypothese und den eigenen Untersuchungs- 


ergebnissen bestehenden Unterschiede durch die Zahlenwerte des 
Quotienten cot - Gegeniiber dem von Gassmann angegebenen 
Konstantwert 9,30 des Quotienten, kommt man auf Grund der 
in Tab. II (Kolumne 15) zusammengestellten Zahlenangaben nicht 
nur zu einem viel niedrigeren Werte, sondern man gewinnt auch 
die Uberzeugung, daB der Wert nicht bestindig ist und nament- 
lich je nach den einzelnen Schichtmassen der Knochen und der 
mineralstofflichen Zusammensetzung der Nahrung Schwankungen 
darbietet. Insbesondere wird der Quotient stark erniedrigt durch 
kalkreiche Ernaéhrung infolge von Vermehrung des CaCO,-Gehaltes 
in der Knochenmasse. Die Erklirung fiir diesen groben Gegen- 
satz findet man in dem Umstand, dab die Apatithypothese 
Gassmanns auf analytische Ergebnisse der ausgeglihten 
Knochenasche aufgebaut worden ist, eine ausgegliihte Knochen- 
asche aber weniger CO, enthalten mu8 als die urspriingliche 
Knochenmasse. Mit Hilfe von Berechnung des Rest-Ca aus den 
Gassmannschen Untersuchungsergebnissen laBt sich feststellen, 
daB der genannte Forscher in gesunden Knochen etwa um 33°/,, 
in rachitischen Knochen um 44°/, weniger CO, gefunden hat, 
weil das CO, nicht im gemahlenen Knochen, sondern in dessen 
Asche bestimmt wurde. Wie bereits angefiihrt, laBt sich inner- 
halb einer bestimmten Fehlergrenze (6—15°/,) der Wert des 
Rest-Ca bei Uberpriifung der Kohlensiiurebestimmung zur Hilfe 
ziehen. In dieser Weise kann man aus den Gassmannschen 


Ca,(PO,)s 


hat, des weiteren 0,1°/, Mg 0,08°/, P bindet und die restlichen 
10,95°/, P-Mengen sich mit 21,22°/, Ca zu 54,76°/, Tricalcium- 
phosphat verbinden, so entspricht die iibrig bleibende 3,26°/, 
Ca-Menge 8,14°/, CaCO,. Der wahrscheinliche Wert des Quo- 


La,(PO,)s belauft sich somit auf 6,73 und steht dem- 


tienten Cac, 


entsprechend sehr nahe den von uns ermittelten Zahlenwerten. 
Denen in der Tabelle angefiihrten ihnlich sehen die auf dieser 
Grundlage berechneten Molekularverhiltnisse einerseits Ca: P : CO, 
:Mg = 10:5,82:1,33:0,07, andererseits Ca,(PO,),:CaCO,:Mg,(PO,), 
= 10:4,61:0,01. Auffillig ist hierbei der geringe Mg-Gehalt, 
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der aber auf Grund fritherer und neuzeitlicher Untersuchungs- 
ergebnisse als die Folge einer fehlerhaften Methodik zu gelten 
hat. Hiernach wird die Apatithypothese auch durch die Gass. 
mannschen analytischen Angaben nicht gestiitzt. 

Hierdurch wird in keiner Weise berihrt die Richtigkeit der 
mit versuchsméiBigen Angaben gestiitzten Feststellung von Gass- 
mann hinsichtlich des Vorkommens eines Phosphatocalcium- 
carbonats. Nur muB diese Komplexverbindung als ein Kunst- 
produkt betrachtet werden, das beim Ausgliihen der Knochen 
zustande kommt und dann in der Knochenasche nachgewiesen 
werden kann. Der Nachweis einer solchen Komplexverbindung 
in der Knochenasche beweist somit nicht ihr Vorkommen in der 
urspriinglichen Knochenmasse. 

Die Tab. If enthalt weiterhin auch in der Beziehung Beweise, 
daB die Hauptmasse des Mineralstoffgehaltes der Knochen 
Tricalciumphosphat sein muf. Es bleibt nimlich der Quotient 


Ca- (an CO, gebundenes Ca) . 
P- (on i gebendener PB) innerhalb von Versuchsfehlergrenzen be- 


stiindig und betrigt im Durchschnitt 1,952, welcher Wert blof 
um 0,72°/, den von 1,938 fiir den theoretischen Quotient te 
iibersteigt. Dementsprechend kann auch die Auffassung von 
Kramer und Shear’) nicht zu Recht bestehen, daB an Stellen 
der primaren Ossifikation in erster Linie CaHPO, abgelagert 
werden soll, weil man in diesem Falle in den iuBeren Knochen- 
schichtmassen gegeniiber dem theoretischen Wert viel niedrigere 
Zahlenwerte finden miiBte. 

Nach Klement') findet sich die im Knochen enthaltene 
Kohlensiure zum groBen Teil nicht an Ca gebunden, weil aus 
entfetteten Knochen durch Leitfaihigkeitswasser viel mehr CO, 
ausgelist wird, als es die Apatithypothese zuliBt. Dieser Um- 
stand kann schon deshalb nicht iiberraschen, weil in der Knochen- 
masse stets ein héherstehender und leichter léslicher CO,-Gehalt 
vorhanden ist, als es Gassmann hinsichtlich der Knochenasche 
festgestellt hat. Zwischen der Auffassung von Klement und 
unseren Ergebnissen besteht bloB in der Beziehung ein wesent- 
licher Unterschied, daB wir auf Grund der Ubereinstimmung des 
Rest-Ca und des auf Grund der Kohlensiiurebestimmung berech- 
neten Ca die gesamte Ca-Menge an Kohlensiiure gebunden nach- 
weisen konnten, wihrend nach Klement nur 25°/, des Rest-Ca 
in Carbonatform zugegen sein sollen. Im Verlaufe unserer Unter- 
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suchungen konnten wir keine Erklirung finden fiir die Zugehiérig- 
keit des von Klement geforderten 75°/,igen CO,-Uberschusses. Auf 
die Knochenasche bezogen, entspricht der 75°/, ige CO,-UberschuB 
4—5°/, CO,, zur Bindung einer solchen Menge in Hydrocarbonat- 
form waren aber 2,5—3°/, Na+K ndétig, welche Alkalimengen 
nach friiheren eigenen Untersuchungen und auch nach Angaben 
des Schrifttums in den Knochen nicht enthalten sein kénnen, und 
namentlich nicht in den von uns untersuchten Knochen, weil wir 


die verhiltnismaBig alkalireichen Knorpelteile entfernt haben. 


Der UberschuB kann auch nicht durch die Annahme einer Bin- 
dung des Mg in Carbonatform erklirt werden, weil dazu noch 
immer 2—2,5°/, Alkali nétig waren. Nach alledem kann die 
Klementsche Auffassung nicht zu Recht bestehen. 

Die Auffassung von Morgulis?), die der von Klement’) 
gleichkommt, laBt sich durch methodische Griinde entkriften. 
Von Morgulis wurden nimlich in mit Kalilauge versetztem 
Glycerin gekochte Knochen untersucht, doch haben Than?) und 
neuerdings Lorah, Tartar und Wood’) darauf hingewiesen, dab 
mit Wasser oder mit Laugen gekochtes Tricalciumphosphat der 
Hydrolyse verfillt, deren Erzeugnis das basische Phosphat 
3 Ca,(PO,),-Ca(OH), darstellt. Das von Morgulis gefundene 
basische Phosphat ist hiernach ein Kunstprodukt, das wiahrend 
der Behandlung der Knochen entstanden war, in den Knochen 
jedoch nicht vorkommt. Die hinsichtlich des Vorkommens eines 
basischen Phosphatgehaltes in den Knochen gemachten Fest- 
stellungen stiitzen sich bloB auf theoretische Erwigungen und 
hauptsichlich auf falsch angewandte Untersuchungsmethodik. 


Zusammenfassung. 


Nach eigenen Untersuchungsergebnissen schwankt der Asche-, 
Ca-, Mg-, P- und CO,-Gehalt der Knochen sowie die hundert- 
satzmiBige Zusammensetzung der Knochenasche im Zusammen- 
hang mit der jeweiligen mineralstofflichen Zusammensetzung der 
Nahrung. 

In der Rinde der Réhrenknochen veriindert sich der Aschen- 
gehalt von der Peripherie nach der Markhéhle zu fortschreitend 
so, daB die 4uBere Schichtmasse die kleinsten Mineralstoffmengen 
enthilt. Es halten aber dabei die Verinderungen der einzelnen 
Aschenbestandteile in den drei Knochenschichten nicht gleichen 
Schritt, es nimmt vielmehr der P-Gehalt von der auSeren Schicht 
fortschreitend allmihlich zu und erreicht in der an die Markhéhle 
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grenzenden inneren Schicht seinen Hiéchstwert, wahrend (Ca, 
Mg und CO, in der mittleren Schicht am reichlichsten vor. 
handen sind. 

Die in Abhingigkeit von der mineralstofflichen Zusammen- 
setzung der Nahrung in bestimmter Richtung auftretenden 
Unterschiede lassen sich in der Asche aller drei Knochen- 
schichten nachweisen, nur nehmen sie nach der Markhohle 
stufenweise ab, ohne jedoch selbst in der innersten Schicht 
ginzlich zu verschwinden. 

Der nicht an Phosphorsiure gebundene Anteil des Ca-Ge- 
haltes in den Knochen (Rest-Ca) stimmt innerhalb der Fehler- 
grenzen mit der auf Grund der CO,-Bestimmung berechneten 
Ca-Menge iiberein. Dementsprechend ist das nicht an Phos- 
phorsiture gebundene Ca als Calciumcarbonat im Knochen ent- 
halten. 

Der Quotient fiir das nach Abzug des an Kohlensiure ge- 
bundenen Anteils zuriickbleibende Ca, sowie der fiir den nach 
Abzug des an Magnesium gebundenen Anteils zuriickbleibenden P 
ist innerhalb der Fehlergrenzen bestiindig und mit dem Ca/P-Quo- 
tienten des Tricalciumphosphats iibereinstimmend, ein Beweis 
dafiir, da’ die Hauptmasse des Mineralstoffgehaltes in der Knochen- 
masse durch Tricalciumphosphat gebildet wird. 

Die angefiihrten Verhialtnisse sowie die auf Grund der analy- 
tischen Ergebnisse berechneten Verhiltniszahlen sprechen sowohl 
gegen die Apatithypothese Gassmanns, wie gegen die Aul- 
fassung von Klement. 

Die von der mineralstofflichen Zusammensetzung der Nahrung 
abhingige hundertsatzmiBige Zusammensetzung der Knochenasche, 
desgleichen die sich auf die verschiedenen Knochenschichten be- 
ziehenden Feststellungen, das Verhalten der Verhidltniszahlen und 
iiberhaupt alle unsere Untersuchungsergebnisse liefern datiir 
einen Beweis, daB der Tricalciumphosphatgehalt und der 
Calciumcarbonatgehalt der Knochen nicht eine bestin- 
dige Komplexverbindung bilden, sondern lediglich in 
einer Mischungsform zugegen sind. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber den Realkalisierungseffekt 
bei Virusarten. 
Von 
Gottfried Pyl. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus den Staatlichen Forschungsanstalten Insel] Riems bei Greifswald.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1934.) 


Vor einiger Zeit wurde iiber eine neue Reaktion des Virus 
der Maul- und Klauenseuche?)*) berichtet. Es handelt sich dabei 
kurz um folgendes: 

Bei Haltbarkeitsversuchen im gesamten p,,-Bereich findet 
sich keine stetig verlaufende Kurve, sondern es werden zwei Halt- 
barkeitsmaxima beobachtet, und zwar eins im schwach alkalischen 
Gebiet bei p, 7,5—7,7 und ein zweites im stark sauren bei p,, 3,0. 
Beide Maxima werden durch ein Minimum getrennt, dessen tiefster 
Punkt bei schwachsaurer Reaktion — p,, 6,0—6,5 — liegt. Im 
stark alkalischen Gebiet von etwa p,, 11,0 an wird das Virus fast 
momentan abgetétet. Die sauren Lésungen sind unter geeigneten 
Bedingungen (vgl. unten) bis etwa zu 10 Tagen haltbar. Dagegen 
stellt das schwach alkalische Milieu das p,, der optimalen Halt- 
barkeit dar, denn hier wurden Lésungen gelegentlich noch nach 
einem Jahr wirksam gefunden. Es gelingt nun eigentiimlicher- 
weise nicht, die wirksamen sauren Lésungen durch Zugabe vou 
Lauge wieder auf das p,, der optimalen Haltbarkeit einzustellen, 
ohne daB die Infektiositét verloren geht. Wird eine Lymphe 
dagegen, wie neuerdings festgestellt wurde, auf p,, 11,0 gebracht, 
aber die schwach alkalische Reaktion durch Siure sofort wieder- 
hergestellt, so ist nur eine geringe Verminderung der durch det 
Titrationsversuch erfaBbaren Infektiositit festzustellen. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich das zunichst paradox el- 
scheinende Verhalten des M.K.S.-Virus: Die Haltbarkeit ist m 





*) Weiterhin werden fiir Maul- und Klauenseuche und fiir Stomatitis 
vesicularis die Abkiirzungen M.K.S. und St. v. verwendet. 
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sauren Gebiet befriedigend, im schwach alkalischen gut, dagegen 
im stark alkalischen schlecht. Wird eine schwach alkalische 
Lisung stark alkalisch gemacht, die Lauge aber sofort wieder 
neutralisiert, so vermag die nur Sekunden dauernde schidigende 
Wirkung des Alkalis die Infektiositit nur zu vermindern. Wird 
dagegen eine schwach alkalische Liésung angesiuert und die 
Siiture sofort wieder neutralisiert, so bewirkt hier der nur einen 
Augenblick waihrende Aufenthalt bei der fiir die Haltbarkeit 
giinstigen sauren Reaktion eine vollige Zerstérung der Infektiositat. 


Es ist urspriinglich angegeben worden, daB bei 40 Versuchen 6 mal 
die ,,realkalisierte“ Loésung schwach positiv gewesen ist, ohne daB sich 
dabei irgendwelche Regeln ergeben hitten. Auf Grund vieler Versuche, 
die seitdem zu den verschiedensten Zwecken ausgefiihrt worden sind, sind 
wir jetzt anzunehmen geneigt, daB diese positiven Versuche durch die Ver- 
suchstechnik bedingt waren, wie aus folgenden Ausfiihrungen ersichtlich 
ist’ Beim Realkalisieren kann man auf zweierlei Art vorgehen. Entweder 
list man die Lymphe direkt im entsprechenden sauren Puffer und gibt 
dann eine abgemessene Menge Lauge zu, die den py auf etwa 7,6 bringt, 
oder man lést die Lymphe z. B. in Phosphatpuffer 7,6, gibt Siure zu, die den 
py auf 3,0 sinken laéBt, und erreicht durch erneute Zugabe von Lauge 
wieder den py von 7,6. Nach dem ersten Verfahren haben wir auch friiher 
nie positive Impfresultate mit den realkalisierten Lésungen erhalten, wohl 
aber gelegentlich nach der zweiten Methode, bis wir die Versuchstechnik 
etwas iinderten. Wir pflegten nimlich friiher den Kolben nach Zugabe der 
Siiure zum Umschiitteln mit einem Gummi- oder Glasstopfen zu schlieBen. 
Es ist einleuchtend, daB dabei vor der endgiiltigen Mischung Spuren der 
alkalischen Fliissigkeit zwischen Stopfen und Kolbenhals gelangen kénnen, 
die so der nachtriglichen Zerstérung entgehen und ein positives Impf- 
resultat der realkalisierten Fliissigkeit ergeben. Wir haben es deshalb jetzt 
vorgezogen, die Kolbenéffnung nur mit der Handfliche zu verschlieBen, 
um einen moglichst kleinen schidlichen toten Raum zu schaffen. Bei An- 
wendung dieses Verfahrens sind jedenfalls in iiber 100 Versuchen nie wieder 
wirksame realkalisierte Lésungen erhalten worden. 


In der oben erwihnten Abhandlung ist auf experimentellem 
Wege ausfihrlich dargetan worden, worin dieses widerspruchs- 
volle Verhalten seine Erklirung findet. Hier soll deshalb nicht 
niher darauf eingegangen werden, es sei nur erwihnt, daB das 
Virus der M.K.S. ebenso wie ein Enzym wahrscheinlich an einem 
kolloidalen Trager haftet und daB die Bestindigkeit dieses Systems: 
Virus-kolloidaler Triger fiir die Bestiindigkeit des Virus von aus- 
schlaggebender Bedeutung ist. Die Tatsache, daB saure Virus- 
ldsungen nicht wieder ohne Verlust der Infektiositit auf den p,, 
der optimalen Haltbarkeit gebracht werden kénnen, wird als 
Realkalisierungseffekt bezeichnet. Er beruht darauf, daB 
das Virus beim Ansiuern und beim Realkalisieren jedesmal seinen 
Q* 
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Traiger wechselt und dabei beim zweimaligen Durchlaufen de 
Haltbarkeitsminimums jedesmal, wenn auch nur fir Bruchteil 
von Sekunden, einen schiitzenden kolloidalen Traiger enthehrt, 
Es handelt sich also nicht um etwas, was man vielleicht 4\ 
Desinfektionswirkung bezeichnen kénnte, sondern vielmehr uy 
eine Reaktion, die durch den kolloid-chemischen Charakter des 
M.K.S.-Virus bedingt ist. Der Realkalisierungseffekt wire den. 
nach bei jedem Virus zu erwarten, das in seiner Haltbarkeits. 
P,-Kurve zwei durch ein scharfes Minimum getrennte Maxim, 
aufweist. 

Zur Bestitigung unserer Auffassung schien uns notwendig, 
andere Virusarten in dieser Hinsicht zu untersuchen. Der Realka. 
lisierungsefiekt ist bei den subvisiblen Erregern bisher lediglich 
bei M.K.S. aufgefunden worden. Auch bei Enzymen oder Toxine 
ist tihnliches bisher nicht beschrieben. Auch fiir den entgegen. 
gesetzten Fall, das Nichtauftreten des Realkalisierungseffekts, 
findet sich bei den Virusarten in der Literatur wenig verweni. 
bares Material. Nur bei Rinderpest wird angegeben, daB man 
virushaltiges Blut dadurch von Bakterien befreien kann?), dab 
man es mit Salzsiure 20 Minuten stark ansiiuert und dann die 
Siure wieder neutralisiert: der Realkalisierungseffekt tritt hier 
also nicht ein. Bei Tollwutvirus ist wohl eine stetig ansteigende 
und wieder abfallende Haltbarkeitskurve in Abhingigkeit vom p, 
festgestellt worden’), es ist aber zu bemerken, da8 unter den 
von den Autoren gewahlten Bedingungen — Zimmertemperatur 
und Auslassen gerade des p,,-Bereichs von 2,2—4,0 — auch das 
zweite Haltbarkeitsmaximum bei M.K.S. nicht aufgefunden worden 
wire. Da ferner bei Tollwut eigentliche Realkalisierungsversuche 
nicht vorliegen, sind hier endgiiltige Schliisse vorliufig nicht zulissig. 

Es war deshalb notwendig, eigene Untersuchungen mit einem 
geeigneten Virus anzustellen. Wir wihlten hierzu das der Stomatitis 
vesicularis, weil der klinische Krankheitsverlauf dem bei M.KS. 
hier so auBerordentlich ‘dhnlich ist und deshalb zu _erwarten 
war, daB auch im kolloidchemischen Aufbau dhnliche Verhiltnisse 
vorliegen wiirden. 


Die St. v. ist eine namentlich in Amerika heimische, durch ein filtrier 
bares Virus hervorgerufene, ansteckende und fieberhafte Erkrankung, die 
im allgemeinen gutartig verliuft. Sie ist durch das Auftreten eines akuten, 
vesikuliren Exanthems an dem kutan gebauten Teil der Schleimhaut des 
Anfangsteils des Digestionstraktus gekennzeichnet. Befallen werden Rinder, 
aber zum Unterschied von M.K.S. auch Maultiere und Pferde. Fiir kiinst- 
liche Infektion ist u. a. auch das Meerschweinchen empfinglich, wobe! 
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' sowohl Impfmodus wie klinischer Krankheitsverlauf derselbe ist wie bei 
| MKS. Die Generalisation pflegt allerdings bei St. v. sehr viel seltener 
- einzutreten — ,,milde M.K.S.“ —, doch sind die Unterschiede nicht so 
- wesentlich, daB es nicht auch dem Geiibten schwer wire, an erkrankten 
' Meerschweinchen auf das Vorliegen der einen oder anderen Krankheit zu 
- schlieBen. In seinen Vergleichsstudien iiber St. v. und M.K.S. kommt 
Wagener‘) zu dem SchluB, da8 beide Virusarten zum mindesten sehr nahe 
| miteinander verwandt sein miissen, bzw. zu einer Verwandtschaftsgruppe 
' qusammengefaBt werden kénnten. Ebenso wie bei M.K.S. drei immunisa- 
- torisch verschiedene Typen bekannt sind, kennt man bei St. v. deren zwei: 
Indiana und New Jersey. 
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Physikalisch unterscheiden sich beide Erreger wesentlich durch ihre 


GréBe. Galloway und Elford) konnten nimlich neuerdings durch 
| exakte Ultrafiltrationsversuche feststellen, da8 der Teilchendurchmesser bei 
- St.v. T70—100 mu, bei M.K.S. 8—12 mu betrigt. 


Nach alledem schien also die St. v. zu unsern Versuchen recht ge- 


' eignet zu sein, auch deshalb, weil dieses Virus aus den Primirblasen ebenso 
F wie bei M.K.S. in hochkonzentrierter, léslicher Form als sogenannte Lymphe 
_ leicht zu gewinnen ist. 


Die nétigen Haltbarkeitsversuche stellten wir mit folgender Technik 


an: Die zur Lymphegewinnung dienenden Meerschweinchen wurden mit 
_ einer Anreibung aus Blasendecken oder mit einem Lymphepriparat nach 
_ Skarifikation der Plantarhaut des Metatarsus durch Einreiben infiziert. 
_ Nach 24 Stunden (vgl. unten) wurde die Lymphe aus den Primirblasen mit 
' einer Capillare entnommen und nach dem Defibrinieren in einem kleinen 
| Zentrifugenglas bei 5000 Umdrehungen 5 Minuten lang abgeschleudert. 
_ Darauf wurde die nunmehr von zelligen Elementen freie Lymphe ab- 
' gemessen und in auf 0° gekiihlte Reagenzgliiser gebracht und mit eben- 
_ falls auf 0° vorgekiihltem, sterilen Puffer auf die beabsichtigte Verdiinnung 
| aufgefiillt. Die Gliser blieben wihrend des ganzen Versuchs in Eiswasser 
' in einem Dewar-GefiB. Auf das gebriuchliche Keimfreimachen des in- 
_ fektidsen Materials durch Filtrieren wurde also verzichtet. Nach unseren 


Erfahrungen bei M.K.S. bewirkt das Filtrieren durch Kerzen oder Asbest- 


Filter stets eine nicht unwesentliche Verminderung der Infektiositit. Nun 


ist ein zweites Haltbarkeitsmaximum, wie es bei M.K.S. bei px 3,0 be- 


_ schrieben ist, nur mit hochwirksamem Material auffindbar, und zwar am 


leichtesten, wenn bei tiefer Temperatur gearbeitet wird. Andererseits 


| verhindert gerade das Aufbewahren der Lésungen bei 0° nicht nur das 
_ Bakterienwachstum, sondern auch die Wirkung der Enzyme, die sich stets 


in den Viruslésungen befinden und die ebenso wie das Virus durch Fil- 


_ tration nicht restlos zu entfernen sind. Die Enzyme kénnen schon bei 


Zimmertemperatur, namentlich durch Eiweifspaltung, nicht unwesentliche 
Verschiebungen des px bewirken. Diese Gefahr ist allerdings bei Lymphe 
wegen des geringen Enzymgehalts nicht sehr gro8, wohl aber, sobald Organ- 
extrakte zu Haltbarkeitsversuchen Verwendung finden und die Aufbewahrung 
bei 15—20° C geschieht. Auferdem ist durch Eiswasser am leichtesten ein 
Konstanthalten der Temperatur gewihrleistet, was fiir das exakte Gelingen 


| des Versuchs von wesentlicher Bedeutung ist. Wir haben aus diesen Griinden 
/ ZU unseren Versuchen stets die oben erwihnte Versuchstechnik gewiihlt. 
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In Fig. 1 wird das Ergebnis der Haltbarkeitsversuche ip 
schematischer Darstellung im Vergleich zu M.K.S. wiedergegeben, 
Um ein konkretes Beispiel zu geben, soll hier das Resultat eines 
Haltbarkeitsversuchs kurz mitgeteilt werden: Stamm ,,New Jersey“ 
Lymphe 24 Stunden nach der Infektion abgenommen, Verdiinnung |: 


200, 0°  Verimpfung jeder Probe im allgemeinen tiglich auf 


2 Meerschweinchen. Die p,,-Zahlen sind nach Zugabe der Lymphe 
bei Zimmertemperatur elektrometrisch gemessen. Die verwendeten 
Salzgemische waren Puffer nach Sérensen, und zwar 1 bis 
9 Citrat-, 10—12 Phosphat- und 13—19 Borsiurelésungen. Die 
eingeklammerte Zahl bei Nr. 1—5 gibt die Zeit an, nach der die 
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Haltbarkeits-py;-Kurve fiir M.IKX.S. und St. v. 


Die ausgezogene Kurve gilt fiir St. v., die gestrichelte fiir M.K.S. Der schraffierte Teil ist 
der p;;~Bereich in dem die M.K.S. der St. v. tiberlegen ist. 


Fig. 1. 


Probe zum letzten Mal ein positives Impfresultat ergab. Nr. 6 
bis 19 waren bei Abbruch des Versuchs nach 33 Tagen noch 
positiv; das p,, hatte sich, wie die Messung ergab, in dieser Zeit 
nicht geiindert. 


1. 1,5 (0) 11. 6,6 
2. 1,8 (60’) 12. 7,2 
3. 2,5 (60’) 13. 7,7 
4. 3,0 (1 Tag) 14. 7,9 
5. 3,4 (8 Tage) 15. 8,7 
6 4,0 16. 9,2 
i 4,5 17. 9,7 
8 5,0 18. 10,1 
9 5,5 19. 10,7 
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Wir haben den Versuch nach 33 Tagen deshalb abgeschlossen, 
weil sich infolge der hohen Viruskonzentration in absehbarer Zeit 
doch kein deutliches Optimum herausgeschilt hitte. AuSerdem 
interessierten uns ja auch nicht die absoluten Zahlen, sondern 
vielmehr der Gang der Kurve. 

Aus dem Versuch und der schematischen Darstellung geht 
hervor, da die Haltbarkeits-p,,-Kurve des St. v.-Virus ganz anders 
yverliuft wie die bei M.K.S. Die Kurve ist durch weitere Ver- 
suche stets wieder bestiitigt worden. Beim St. v.-Virus tritt also 
kein Minimum auf, das zwei Maxima trennt. Ferner unterscheiden 
sich beide Kurven deutlich durch das scharfe Absinken der Halt- 
barkeit bei St. v., sobald das p,, unter etwa 3,0 sinkt. Die Halt- 
barkeit ist hier schlechter als bei M.K.S., dagegen iibertrifft sie 
bei weitem im stark alkalischen Bereich. Aus den in diesem Ge- 
biet ausgefiihrten Versuchen soll hier einer auszugsweise wieder- 
gegeben werden. Es war eine Lymphe bei 0° und einer Ver- 
dinnung 1:100 bei p,, 12,6 nach 1'/, Stunden pos., nach 17 Stunden 
neg.; bei p,, 12,4 nach 26 Stunden pos., nach 48 Stunden neg.; bei 
p, 11,5 dagegen war die Lésung bei der letzten Priifung noch 
nach 61/, Tagen pos. In diesem Milieu wire das M.K.S. Virus 
in wenigen Minuten zugrunde gegangen®). Die Haltbarkeits- 
versuche mit St.v. wurden mit den beiden bekannten Virustypen 
ausgefiihrt (,,.[ndiana“ und ,,New Jersey“). Es zeigten sich dabei 
keine Unterschiede im Gang der Kurve, obwohl die Haltbarkeit in 
Abhingigkeit von der Lymphekonzentration beim Stamm ,,Indiana“ 
stets etwas schlechter gefunden wurde als bei ,,New Jersey“. Es 
handelt sich dabei aber nicht um absolute Unterschiede, sondern 
darum, daB bei ,,.Indiana“ bei den zur Lymphegewinnung geimpften 
Meerschweinchen eine deutliche Blasenbildung erst spiter eintritt 
als bei ,,New Jersey“. Da zu den Haltbarkeitsversuchen wegen 
des genauen Abmessens gréBere Mengen Lymphe notwendig waren, 
konnte das ,,New-Jersey“-Material in der Regel bereits nach 
24 Stunden abgenommen werden, wihrend dies bei ,,Indiana“ im 
allzemeinen erst nach 36 Stunden méglich war. Nun ist die 
'nfektiositait des Blaseninhalts am stiirksten in den ersten An- 
fingen der Entwicklung, also nach 24 Stunden, wihrend nach 
l'/, Tagen bereits ein starker Riickgang der Infektiositit ein- 
getreten ist. Diese Feststellung ist schon von Olitsky") und 
von Long und Olitsky’) gemacht worden und von Wagener’) 
spiter bestiitigt worden. Wie schnell der Abfall der Infektiositit 
erfolgt, ergibt sich aus folgendem Versuch: 12 Meerschweinchen 








24 Gottfried Pyl, 


wurden mit einer Anreibung von Aphthendeckenvirus des Stammes 
indiana“ infiziert und die Lymphe jedesmal von 4 Meerschweinchen 
nach 24, 31 und 44 Stunden abgenommen, gemischt und in Phosphat- 
puffer 7,7 austitriert. Diese Lymphen waren nach 24 und 31 Stunden 
in ihrer Infektiositét fast gleich, 1: 128,000 gegen 1:64,000, nach 
44 Stunden war die Lymphe aber nur noch in einer Verdiinnung 
1: 1000 wirksam. 

Nachdem festgestellt war, da8 2 Haltbarkeitsmaxima mit 
einem dazwischenliegenden Minimum bei der Haltbarkeits-p,- 
Kurve des St. v.-Virus nicht auftreten, wurden die Realkalisierungs- 
versuche vorgenommen. Im folgenden sollen 2 Versuchsprotokolle 
ausfiihrlich wiedergegeben werden, bei denen aus gleichzeitig mit 
M.K.S. ausgefiihrten Parallelreihen das unterschiedliche Verhalten 
beider Virusarten besonders deutlich hervorgeht. 

Zunichst die Versuchstechnik: Den reinen Salzlisungen 
wurde 10°/,iges normales Meerschweinchenserum zugesetzt. Es 
hat sich niamlich gezeigt, daB die sauren M.K.S.-Lésungen ein 
recht unregelmaBiges Verhalten beziiglich ihrer Haltbarkeit zeigen, 
das durch geringe Zusitze von Meerschweinchenserum und anderer 
Stoffe behoben werden kann. Nach unserer Meinung liegt das 
weniger am Virus selbst als an dem verschiedenen Eiweifgehalt 
des Blaseninhalts. Wir haben bei einer gréBeren Reihe von 
Versuchen festgestellt, da8 zwischen dem refraktrometrisch er- 
mittelten KiweiBgehalt und der titrimetrisch erfaBbaren Infektiositiit 
keine Beziehung besteht. Das heiBt mit anderen Worten, dai 
das Virus selbst bei der refraktrometrischen Messung keinen 
Ausschlag bewirkt, sondern nur die begleitenden Hiweifstofie. 
Wiahrend also die Infektiositit — die Anzahl der Viruspartikel — 
vom KiweiBgehalt unabhingig ist, wird die Haltbarkeit dadurch 
entscheidend beeinfluBt, waihrend sich der Realkalisierungseffekt 
bisher von allen Zusitzen unabhingig gezeigt hat (a. a. O. 1, 
S. 254). Besonders bei den sauren Lésungen wird die Haltbarkeit 
durch den EiweiBzusatz um ein vielfaches verlaingert, wobei zum 
Schutz gegen die zerstérenden Einfliisse des Milieus nur geringe 
HKiweibmengen erforderlich sind. Es konnte ferner nachgewiesen 
werden, da8B es sich nicht einfach um die Wirkung eines Schutz- 
kolloids handelt, sondern um eine spezifische Verwandtschaft des 
Virus zum Hiwei8. Wahrend nimlich Albumin aus EKiern oder 
Blut oder Serum verschiedener Tierspezies vollkommen gleich- 
sinnig wirken, sind andere bekannte Schutzkolloide, z. B. Dextrin 
oder Gummi arabicum, nicht neutral, sondern sogar abtitend. 

















F Realkal.-Lag. 








Untersuchungen iiber den Realkalisierungseffekt bei Virusarten. 925 


Es sei erwahnt, daB bei diesen Versuchen die Wasserstoffionen- 


konzentration stets konstant gehalten wurde. Uber dieses inter- 
' essante Verhalten eines Virus wird spiiter berichtet werden. 


Tabelle 1. 


Realkalisierungsversuch mit St. v. (New Jersey). Versuch 30. 








Verdiinnung 20 t 40 t 80 t 160 t 320 t 640 t 1280 t 








 Kontrolle 
pu 1,74 ++] 4+) | t+ | ++ J] -- ++ | +- 


Verdiinnung | 32 t | 64 t | iest | 256 t | 512 t | 1024 ¢ | 








Saure ‘Lésg. 
py 3,08 ++] ++ [ 4 | ++ | +4 | -- 





Verdiinnung | 44t | sst | 176t | asat | tort | 1408 | 


























pir 7,68 ++ | ++ | +- | +- | +- + 


Haltbarkeit der sauren Lésung 1: 160 bei 0°: nach 3 Tagen positiv; 
nach 5 Tagen negativ. 


t = 1000, — = negatives Impfergebnis, 
+ = positives Impfergebnis, (}) = wihrend des Versuchs eingegangen. 


Realkalisierungsversuch mit M.K.S. (B). 








Verdiinnung | 20 t | 40 t | 80 t | 160 t | 320 t | 640 t | 1280 t 


Kontrolle 
Py 7,74 ++ | ++ | ++ | +- | +- -— _— 


Verdiinnung | 160 | 320 | 640 | 1280 | 2560 | 5120 | 








Saure Lésg. 
Pr 3,12 eS 2 = 5 + sonia sain sa 





Verdiinnung | 1: 220 | | | | | | 
| Realkal.-Lsg. | oe | | | | 
Pu 7,60 cates 








Haltbarkeit der sauren Lésung 1:160 bei 0°: nach 9 Tagen positiv; 
kein Material mehr. 


Bei beiden in Tab. 1 und 2 aufgefiihrten Versuchen wurde 
etwas verschieden verfahren. Im Versuch 30 (Tab. 1) wurden je 
0,1 com Lymphe von St. v. und M.K.S. in 10,0 Phosphatpuffer 
1,74 gelést und 1,0 ccm normales Meerschweinchenserum zugesetzt. 
5,0 com dieser Lésung wurden unter Eiskihlung mit 3,0 ccm 
n/10-Salzsiure angesiuert und sofort unter den oben erwiihnten 
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VorsichtsmaBregeln mit der entsprechenden Menge n/10-Natroy. 
lauge neutralisiert. (Realkalisierte Liésung). Weitere 5,0 com 
wurden nur angesiuert und als saure Lisung austitriert. Die 
Verdiinnungen der sauren und realkalisierten Proben zur Titration 
wurden mit ebenso hergestellten Lisungen bereitet, nur daB diese 
natiirlich kein infektiédses Material enthielten. Die erreichtep 
Py- Werte sind aus den Tabellen ersichtlich, unter Verdiinnung 
ist stets der Gehalt an Lymphe zu verstehen. Die Proben wurden 
sofort nach der Herstellung verdiinnt und verimpft. 














Tabelle 2. 
Realkalisierungsversuch mit St. v. (Indiana). Versuch 42. 
Verdiinnung 20 t 40 t 80 t 160 t 320 t 640 t 1280 t 
Kontrolle . a 
Pu 7,74 ++ +— +— —-— +— -—— -- 








Verdiinnung | 20t | 40t | sot | 160t | s20t | s4ot | i2s0¢ 





Saure Lésg. 
PH 2,77 + + + + += = + a ere 


Verdiinnung | 50t | 100t | 200t | soot | soot | 1600¢ | 


Realkal.-Lsg. 
Pu 7,82 2 Se ge iin wc sili 


Haltbarkeit der sauren Lésung 1:100 bei 0°: nach 48 Stunden negativ. 





















































Realkalisierungsversuch mit M.K.S. (B). 





Verdiinnung | 20 t | 40 t | 80 t | 160 t | 320 t | 640 t | 1280 t 
































Kontrolle | | | | | | 

Pu 7,74 ++] ++] +- | +- | +- | -- aie 
Verdiinnung | 100 | 200 | 400 | soo | 1600 | s200 | 
Saure Lésg. 

Pp 2,68 +} saiie eo aiabies 3 elas se ate _ 
Verdiinnung | e. 250 | | | = | | | ‘ 
Realkal.-Lsg. -- ae. | = 

Pa 7,78 reeaae 























Haltbarkeit der sauren Lésung 1:100 bei 0°: nach 8 Tagen positiv; 
nach 9 Tagen negativ. 


Im Versuch 42 (Tab. 2) wurde zu den sauren Proben die 
Lymphe sofort im Verhiltnis 1:100 in einer Mischung aus 
10,0 ccm Phosphatpuffer 7,74, 1,0ccm Serum und 7,5ccm n/10-Salz- 
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siure gelést. Die realkalisierten Filiissigkeiten wurden dagegen 
auf demselben Wege hergestellt wie im Versuch 30, nur wurde 









Die auf 5,0 ccm der alkalischen Lésung (Viruskonzentration 1 : 100) 
Hon 3,75 com n/10-Salzsiure und Natronlauge zugesetzt. 

lese Es sei besonders auf die Verdiinnungsziffern der sauren 
ten Lésungen bei St. v. im Gegensatz zu denen bei M.K.S. hinge- 
ung / wiesen. Bei St. v. ist die Lage der héchsten noch infektidsen 
den Verdiinnung bei den 3 Proben in jedem Versuch praktisch gleich. 





Bei M.K.S. ist dagegen die Infektiositit der Lymphe nach dem 
Ansiuern etwa auf den 1000. Teil gesunken. Vergleicht man den 
_ Virusgehalt der sauren Liésungen bei beiden Virusarten, so ergibt 
| sich, daB die St. v.-Lésungen etwa 1000mal so viel infektidse 
Teilchen enthalten wie die bei M.K.S. 

Um so itberraschender ist das Ergebnis der Haltbarkeits- 
versuche mit diesen sauren Lésungen, weil die M.K.S.-Proben 
trotz ihrer im Verhiltnis geringen Viruskonzentration die St. v.- 
Lisungen bei weitem iibertreffen. Es wird dies am deutlichsten 
bei Versuch 42, wo das p,, noch weiter zu ungunsten der St. v. 
verschoben ist (vgl. auch Fig. 1). 

Bei St. v. beobachten wir also beim Realkalisierungsversuch 

' ein Verhalten, wie es normalerweise von einem Stoff, sei es Toxin, 
' Enzym oder Virus, zu erwarten ist, und um so stiirker tritt da- 
durch das anomale Verhalten des M.K.S.-Virus hervor. Eine 
Erklirung braucht hier nicht gegeben zu werden, da sie bereits 
an anderer Stelle festgelegt ist. Letzten Endes kommt es darauf 
hinaus, daB das St. v.-Virus gegen Ansiuern und Realkalisieren 
unempfindlich ist, geschaidigt wird es nur durch das saure Milieu. 
Das M.K.S.-Virus dagegen ist bei saurer Reaktion recht bestindig, 
es wird aber geschwiicht durch den Weg, den es bis dorthin vom 
alkalischen zuriickzulegen hat. Beim 2maligen Durchlaufen dieser 
Gefahrenzone — beim Realkalisieren — wird es dann restlos 
abgetétet. DaB es tatsichlich auf den zuriickzulegenden Weg 
ankommt, erkennt man noch deutlicher, wenn man sich vergegen- 
wirtigt, da& das M.K.S.-Virus ja in Bruchteilen einer Minute 
wieder in ein Milieu gelangt, in dem es sich sonst monatelang 
wirksam erhalt. Die Versuche zeigen ferner, daB das St. v.-Virus 
in seiner Haltbarkeit dem der M.K.S. nur bedingt iiberlegen ist, 
weil die Bestandigkeit ganz vom Milieu abhingig ist. 
Ks ist nun doch der EKinwand zu machen, daf im stark 
alkalischen Gebiet ein zweites Haltbarkeitsmaximum vorliegen 
kénnte, und deshalb dort ein Realkalisierungseffekt méglich wire. 
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Die Versuche sprechen aber dagegen: Wird eine St. v.-Lésung 
z. B. von p,, 7,6 auf 11,5 gebracht und durch Saure sofort wieder 
neutralisiert, so ergibt sich dasselbe Bild wie bei den Realkali- 
sierungsversuchen, und interessanterweise verhilt sich hier das 
Virus der M.K.S. genau so wie das der St. v., also normal. Bei 
diesen Versuchen sind wir allerdings bei M.K.S. mit dem p, 
nicht ganz so hoch gegangen wie bei St. v., sondern nur bis 10,5, 
Die Infektiositat der wieder auf das Optimale gebrachten Probe 
wird dadurch ungefahr auf 1/,—1/,, der Kontrolle verringert. Die 
alkalische Lésung bei p, 10,5 ist dagegen nur sehr schwach 
infektids und wird in kurzer Zeit véllig unwirksam. Da diese 
Versuche nichts wesentlich Neues bieten, soll von der Wiedergabe 
der EKinzelprotokolle abgesehen werden. 

Aus den in dieser Abhandlung angefiihrten Versuchen ergibt 
sich, daB das Virus der M.K.S. sich in seinem Verhalten beim 
Realkalisieren scharf vom Virus der St. v. unterscheidet. Auch 
das Virus der Rinderpest verhilt sich wie das der St. v. und 
moéglicherweise auch das der Tollwut. Wie sich weitere Virus- 
arten in dieser Hinsicht verhalten, bleibt abzuwarten. Sollte 
sich zeigen, daB das M.K.S.-Virus eine durch seinen kolloid- 
chemischen Aufbau bedingte Sonderstellung aufweist, so diirfte 
dies auch fiir das allgemeine Problem ,,belebt oder nicht“ neue 
Gesichtspunkte bieten. Wir kennen zwar derartige Effekte auch 
nicht bei Stoffen bekannter chemischer Konstitution, doch er- 
scheint ein solches Verhalten zuniichst bei einer chemischen Ver- 
bindung erklarlicher als bei einer, wenn auch sehr kleinen Mikrobe. 
Dariiber, daB die Realkalisierungsreaktion auch zu differential- 
diagnostischen Zwecken dienen kann, wird an anderer Stelle 
berichtet werden. 
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Synthese des Kynurenins. 
I. Synthese des Decarboxylkynurenins. 


Von 


T. Yoritaka. 





(Aus dem Biochemischen Institut 
der Medizinischen Fakultaét der Kaiserlichen Universitit zu Osaka). 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1934.) 


DaB eine Diaminodicarbonsiure, Kynurenin genannt, im Tier- 
kirper als ein intermediires Stoffwechselprodukt des Tryptophans 
entsteht, das héchstwahrscheinlich eine Vorstufe') der Kynuren- 
siure und des Urochroms darstellt, wurde von Prof. Y. Kotake’) 
und seinen Schiilern entdeckt. Die Konstitution des Kynurenins 
wurde damals vor allem durch Spaltungsergebnisse als d-o-Amino- 
phenyl-4¢ r-¢-aminoglutarsiure erkannt. 

COOH 


| 
42™~_——0=CH-CHNH,- COOH 
Sy 


| 
i a 
NH, 


Um die obige Konstitution des Kynurenins weiter auf syn- 
thetischem Wege zu bestiatigen, habe ich zuniichst Decarboxyl- 
kynurenin in folgender Weise synthetisiert. 





CH CH 
ONC ot _CH-CO. 
HC C—CHO HHt.00. coon, HC C-CH-CH - CO-COOH 
BOs, Cr HO. 
H NO, CH NO, 
CH CH 
on tC heey ee . ~ i a 
——> | —— | | 
HC C N-OH HC C NH 
> oe WN, 2 
CH NO, CH NH, 





1) Wenn auch Prof. A. Ellinger und Z. Matsuoka [Diese Z. 109, 
259 (1920)] behaupteten, da8 Kynurensiiure iiber Indolbrenztraubensiure 
gebildet wird, stellt dies jedoch deswegen héchstens nur einen Nebenweg 
dar, weil Indolbrenztraubensiiure, wie es auch aus Fiitterungsversuchen 
ersichtlich ist, im Tierkérper im allgemeinen leicht zum Tryptophan riick- 
gebildet wird oder einer anderen Spaltung unterliegt und dementsprechend 
die Einfiihrung der genannten Ketosiure in den Kérper nur eine so ge- 
tinge Kynurensiureausscheidung verursacht, da8 sie vielleicht durch die 
Tryptophanriickbildung erklirt werden kann (Kotake). 
*) Y. Kotake, Diese Z. 195, 139 (1931); 214, 1 (1933). 
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Das Decarboxylkynurenin besitzt schon in wesentlichen 
Kigenschaften groBe Ahnlichkeit mit Kynurenin, insbesondere 
durch seine Ammoniakentwicklung beim Erhitzen mit geringer 
Menge Alkalicarbonat, seine Fillbarkeit mittels Phosphorwolfram. 
siure, Quecksilbersulfat usw. und seine Salzbildung mit Pikrin- 
siure, Phosphorwolframsiure u. a. 

1. o-Nitrocinnamylameisensiure. Nach Bayer und 
Drewesen’) wurde dem o-Nitrobenzaldehyd Brenztraubensiiure 
etwas mehr als berechnet zugesetzt und unter Kihlung bei 10! 
getrocknetes Salzsiuregas durchgeleitet. Nach der Sittigung mit 
dem Gase wurde der Kolben dicht verstopft und in der Kiilte 
aufbewahrt, wobei die erzielte Substanz auskrystallisierte. Sic 
schmolz, umkrystallisiert aus Benzol, bei 135—136° 

2. o-Nitrocinnamylameisensiureoxim. 1 g o-Nitro- 
cinnamylameisensiure wurde in 30 ccm Alkohol gelést, mit alko- 
holischer Hydroxylaminlésung versetzt und von Zeit zu Zeit un- 
geschiittelt, wobei sich das Oxim krystallinisch ausschied. Nach 
vollstindiger Abscheidung wurde das Oxim abfiltriert und aus 
einer groBen Menge heiBen Wassers umkrystallisiert. Ks zeigte 
farblose Nadeln und schmolz bei 129—130°. 

4,887 mg Subst.: 0,4871 cem N (18,5°, 767,0 mm). 

C,,H,0;N, Ber. N 11,87 Gef. N 11,77. 

3. o- Aminocinnamenyl - « - aminoessigsiurehydro- 
chlorid. 1 g o-Nitrocinnamylameisensiiureoxim wurde in 5 ¢g 
Zinnchloriir, das in 15 ccm konzentrierter HCl geliést war, ein- 
gebracht, wobei es sich unter Warmeentwicklung gelb firbte und beim 
Erkalten als Doppelsalz(C,H,(NH,)CH:CH.CHNH,-COOH),H,Sn(l, 
ausschied. Nach dem Stehenlassen iiber Nacht wurde nun das 
vollig ausgeschiedene Doppelsalz in der mehrfachen Menge Wasser 
gelést und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom 
Zinnsulfid schied bei der Vakuumdestillation o-Aminocinnamenyl- 
a-amino-essigsiurehydrochlorid nadelférmig aus, das sehr hygro- 
skopisch war und sich an der Luft unter Verharzung firbte. Die 
Ausbeute betrug 60°/, der Theorie. 

2,530 mg Subst.: 0,266 cem N (22,7°, 764,0 mm). 

C,,H,,0,N,Cl Ber. N 12,25 Gef. N 12,20. 

4. o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiure-sulfat. o-Amino- 


cinnamenyl]-a-aminoessigsiurehydrochlorid wurde in Wasser gelést, mit 
Silbersulfat versetzt, vom gebildeten Silberchlorid abfiltriert und das noch 





1) Ber. chem. Ges. 16, 2862 (1882). 
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guriickgebliebene Silbersulfat durch Schwefelwasserstoff beseitigt. Nach 
' dem Verjagen des Schwefelwasserstoffs wurde die Fliissigkeit im Vakuum 
 eingeengt. Das auf diese Weise gewonnene Sulfat (farblose Nadeln) war 
| jedoch noch hygroskopischer als das Hydrochlorid. 


5.0-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiure. o-Aminocinnameny]- 


_ qg-aminoessigsiuresulfat wurde von der Schwefelsiiure mit Baryt befreit. 
| Die gewonnene freie Sdéure zeigte Blittchen, war aber ebenfalls hygro- 


skopisch. 
6. o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiure-pikrat. Eine kon- 


zentrierte o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiurelésung wurde mit konzen- 


trierter Pikrinsiiurelésung versetzt und in der Kite stehen gelassen, wobei 
sich das Pikrat in Nadeln ausschied. Das gereinigte Pikrat zersetzte sich 
bei 195°. 

5,123 mg Subst.: 0,752 cem N (26,1°, 762,4 mm). — 12,229 mg Subst. : 
20,359 mg CO,, 4,129 mg H,0. 

Cio H.,0,N,- C,H,0,N, Ber. N 16,63 C 45,60 H 3,56 

Gef. ,, 16,81 ,, 45,15 y 3,72. 

7. o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiure-pikrolonat. Aus 
o- Aminocinnameny]-a-aminoessigsiiure wurde Pikrolonat dargestellt, das 
rosettenformig an der Wand des Bechers auskrystallisierte. Es schmolz, um- 
krystallisiert aus Alkohol, bei 232—236°. 

4,261 mg Subst.: 0,732 cem N (30,0°, 761,6 mm). 

C,,H,,0,N.° C,,H,0O,N, Ber. N 18,42 Gef. N 18,75. 

8. o- Aminocinnamenyl-«e-aminoessigsiure - phosphorwol- 
framat. Eine o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiurelésung wurde mit 
Schwefelsiiure bis zu 5°/, angesiuert und mit Phosphorwolframsiurelésung 
versetzt. Der erzeugte krystallinische Niederschlag wurde mit 5°/,iger 
Schwefelsiure ausgewaschen und aus derselben Schwefelsiure, wozu ein 
wenig Phosphorwolframsiure hinzugefiigt war, umkrystallisiert. 

0,3268 g Substanz (bei 100° und unter vermindertem Druck ge- 
trocknet) 0,0082 g H,0O. 

(C,,H,,ON9)s° H,PO,- 12 W0O,- 5H,O Ber. H,O 2,54 Gef. H,O 2,50. 

5,786 mg Subst.: 0,145 cem N (27,9°, 761,2 mm). 

(C,>H,,02N.)3* H,PO,- 12 WO, Ber. N 2,43 Gef. N 2,85. 

9. o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiure-chloroplatinat. 
Eine konzentrierte o-Aminocinnamenyl-a-aminoessigsiurelésung schied beim 
Zusatz von einer konzentrierten Platinchloridlésung sofort ein gelbes Doppel- 
salz aus. 














Uber die Fraktionierung des Caseins. 
Von 
J. Groh. 
Nach Untersuchungen von E. Kardos, K. Dénes und V. Serényi, 


(Aus dem Chemischen Institut der Kgl. ungarischen Tierarztl. Hochschule Budapest.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juni 1934.) 


Die alteren Forscher, die die Homogenitiit des Caseins he. 
zweifelten'), griindeten ihre Meinung auf isolierte Erscheinungen, 
brachten aber keine unstreitigen Beweise vor, um ihre Behaup. 
tungen zu rechtfertigen. Sie konnten es um so schwieriger tu, 
weil die Methoden, welche es erméglichen, die einzelnen Eiweib. 
fraktionen genauer zu charakterisieren, damals noch nicht so ent- 
wickelt waren, wie heute. Besondere Aufmerksamkeit verdienen 
aber die Versuche von T. B. Osborne und A.J. Wakeman), yon 
kK. Linderstrom-Lang’), ferner diejenige von E. Cherbuliez 
und seiner Mitarbeiter ‘). 

Osborne und Wakeman stellten aus dem Casein einen in verdiinntem 
Alkohol léslichen Eiwei8stoff dar (Ausbeute weniger als etwa 1°/,) welcher — 
auBer seiner Léslichkeit in verdiinntem Alkohol — durch seinen kleinen 
Tyrosin- und Phosphorgehalt charakterisiert ist. Wir haben dieses Eiweil 
in einer friiheren Arbeit nach der Vorschrift dieser Autoren ebenfalls dar- 
gestellt. Sein Tyrosingehalt haben wir zu 4,19°/,, sein Tryptophangehalt 
zu 1,47°/,, Phosphorgehalt zu 0,12°/, und sein Drehungsvermégen 21 
127,0° gefunden®), Der Tyrosingehalt des Osborne- Wakemanschen Pro- 
teins ist also wesentlich niedriger, und sein Drehungsvermégen wesentlich 
gréBer, als das des Caseins. 





1) Danilewsky u. Radenhausen, Untersuchungen iiber die Eiweil- 
stoffe der Milch (1880), zitiert nach Linderstrem-Lang, vgl. unten; 
F. Alexander, Diese Z. 25, 411 (1898); E. Laqueur u. O. Sackur, Hof- 
meisters Beitr. 3, 193 (1902); K. Storch, Monatsh. f. Chem. 18, 244 (189%) 
und 20, 837 (1899). 

*) J. cf biol. Chem. 33, 248 (1918). 

8) C. r. des trav. du Lab. Carlsberg 17, Nr. 9 (1929). 

*) Helvet. chim. Acta 15, 597, (1932) und 16, 600 (1938). 

5) J. Groh u. E. Faltin, Mathemat. u. Naturwiss. Anzeiger d. Ungar. 
Akad. d. Wiss. 50, 457 (1930). Die zu diesen Bestimmungen beniitzten 
Methoden sind mit denjenigen, welche wir in der folgenden Arbeit ver 
wendet haben, identisch. Die entsprechenden Zahlenwerte sind also ohne 
weiteres vergleichbar. 
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Linderstrom-Lang stellt mehrere Fraktionen aus dem Casein dar 
und folgert, daB das Osborne-Wakemansche EiweiB wenigstens 18°/, 
des Caseins ausmacht. 

Die Resultate von Cherbuliez und Mitarbeiter sind schwer mit den- 
jenigen der letzterwihnten Forscher zu vergleichen. Sie bestimmen nicht 
den Tyrosingehalt der Fraktionen, durch welchen der eine Bestandteil des 
Caseins — das Osborne-Wakemansche Protein — wohl charakterisierbar 
ist. Die Fraktionen von Cherbuliez und Schneider haben dasselbe 


| Drehungsvermégen, was nach den itiber das Drehungsvermégen des Os- 


borne-Wakemanschen Protein gesagten schwer zu verstehen ist. Das 
Drehungsvermégen der Cherbuliez-Meyerschen Fraktionen wurde gar 


| nicht bestimmt. Was andererseits-die Deutung des P- und S-Gehaltes der 


Fraktionen anbelangt, miissen wir vorsichtig sein, weil die diese enthaltenden 
Gruppen sich eventuell leicht vom EiweiBmolekil abspalten kénnen und 
nicht unbedingt charakteristisch sind. Wir haben keine sicheren Beweise 
fir die Reinheit und Homogenitit der Cherbuliezschen Fraktionen. 

Wie wir sehen, ist nur so viel sicher, dab das Casein chemisch 
inhomogen ist’), und daB den einen Bestandteil desselben das 
Osborne-Wakemansche Protein bildet. Wie viele andere Be- 
standteile dasselbe noch enthilt und welche Natur die haben, 
dariiber wissen wir kaum etwas. Es schien also nicht ohne 
Interesse diese Frage weiter zu verfolgen. 

Wir wurden bei unseren Untersuchungen durch das Prinzip 
gefiihrt, daB nur eine fraktionierte Fallung, nicht aber eine Aus- 
lésung zum Ziele, d. h. zu einer vollkommenen Isolierung der 
Caseinbestandteile fiihren kann. (In der Mehrzahl der oben er- 
wihnten Untersuchungen wurde diese letztere Methode angewandt.) 
Andererseits muBten wir die Tatsache in Rechnung nehmen, daf in 
wiBrigem Medium zwischen den Caseinbestandteilen irgendeine Bin- 
dung vorhanden ist, sie bilden ein sogenanntes Co-Prizipitations- 
system (Sérensen) Aus diesem Grunde fiihrten wir unsere 
Fraktionierungen in nicht-wiBrigen Medien aus, oder aber in 
Medien, welche méglichst wenig Wasser enthielten. Wir haben 
nimlich darauf gerechnet, daB die Affinitat zwischen den Casein- 
komponenten in diesen Medien vielleicht kleiner und die Trennung 
derselben leichter durchfiihrbar wird. Meine Mitarbeiter haben 
sie nach den folgenden drei Methoden versucht: 

1. Das Casein lést sich leicht in einer wiBrigen Lésung, 
welche 40 g Harnstoff in 100 ccm enthalt. Gibt man einer solchen 
Caseinlésung — unter stetem Umriihren — tropfenweise absoluten 
Alkohol zu, so scheidet sich immer mehr und mehr aus dem ge- 


—_—.. 


1) Uber die physikalische Inhomogenitit der Caseinlésung vgl. bei 


D.C. Carpenter, J. of Amer. chem. Soc. 53, 1812 (1931). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXXVI. 3 
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lésten EiweiB aus. Wir haben so das Casein in mehrere Frak-. 
tionen getrennt (Versuche von Fri. Serényi). 

2. Wir lésten das Casein in geschmolzenem, wasserfreien 
Phenol bei 70°. Wenn wir zu dieser Lésung absoluten Alkoho] 
geben, so kénnen wir das Casein ebenfalls portionsweise ausfiillen 
(Versuche von E. Kardos). 

3. Das Casein wurde endlich in verdiinntem Ammoniak gelist, 
welcher aber 70°/, Alkohol enthielt. Wenn man zu dieser Lisung 
tropfenweise verdiinnte Salzsiure gibt (welche ebenfalls in 70°). 
igem Alkohol gelést ist), so scheidet sich ein Teil des Hiweifbes 
schon in alkalischem Medium aus. Nach Abtrennung dieses 
Niederschlages setzten wir die Salzsiurezugabe weiter fort. Dann 
erhielten wir erst wieder einen Niederschlag, wenn die Reaktion 
der Fliissigkeit schwach sauer geworden war. Mit Salzsiure kann 
man aber die Fliissigkeit vom Kiweif nicht vollkommen befreien, 
Diesen letzten Teil des EiweiBes gewinnt man in Niederschlas- 
form, wenn die alkoholische Lisung mit Wasser stark verdiinnt 
und das p,, der Lésung auf etwa 4,7 eingestellt wird. Nach 
dieser Methode wird also das Casein in 3 Fraktionen getrennt 
(Versuche von Frl. Dénes). 

Nachdem es uns voraus bekannt war, daB8 das Osborne- 
Wakemansche Protein weniger T'yrosin enthalt, und ein gréBeres 
Drehungsvermégen hat als das Casein selbst, so haben wir unsere 
Fraktionen in erster Linie darauf untersucht. Der Tyrosingehalt 
und das Drehungsvermégen spielte so bei unseren Untersuchungen 
eine fiihrende Rolle, was um so vorteilhafter war, weil beide 
Konstanten leicht und unter Beniitzung kleiner Substanzmengen 
genau bestimmbar sind. Die Folin-Marenzische Mikro-Tyrosin- 
bestimmungsmethode!) leistete uns wertvolle Dienste. Wir er- 
wahnen schon hier (auf die Einzelheiten kommen wir in dem 
experimentellen Teil zuriick), da8 wir das Drehungsvermégen in 
einer 1°/, igen Boraxlésung gemessen haben, was deswegen vorteil- 
haft war, weil sich das Casein in diesem Medium leicht lést und 
(nach Zaykowsky) das Drehungsvermégen der Lésung unabhingig 
von der Konzentration des Caseins und von dem Alter der 
Lésung ist?) 

Die ersten, d.h. mit wenig Alkohol erhaltenen Fraktionen 
bei der Fraktionierung aus Harnstofflésung und Phenol hatten 
einen wesentlich héheren Tyrosingehalt und kleineres Drehungs- 





1) J. of biol. Chem. 83, 89 (1929). 2) Biochem. Z. 137, 562 (1928). 
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vermégen, als die spiteren Fraktionen. Wir fraktionierten nun 
beide wiederholt und setzten die Fraktionierung (Umfallung) der 
ersteren Fraktionen so lange fort, bis wir einen maximalen 
Tyrosingehalt und ein minimales Drehungsvermégen er- 
reichten, bei den spateren Fraktionen andererseits so lange, bis 
wir Fraktionen erhielten, deren Tyrosingehalt minimal, und 
Drehungsvermégen maximal war. Diese letzten Fraktionen 
konnten nur als rein angesehen werden. 

Bei der Fraktionierung aus alkoholischem Ammoniak zeigte 
die erste (aus alkalischem Medium ausgeschiedene) Fraktion einen 
hohen Tyrosingehalt und niedriges Drehungsvermégen, die dritte 
Fraktion aber (welche nach Verdiinnen mit Wasser bei p,, = 4,7 
ausgeschieden wurde), einen niedrigen T'yrosingehalt und hohes 
Drehungsvermégen. Die Mittelfraktion (ausgeschieden aus dem 
alkoholischem Medium bei schwach saurer Reaktion) erwies sich 
als eine Ubergangsfraktion, welche sich aber bei den wiederholten 
Fraktionierungen leicht in die erstgenannten beiden Fraktionen 
trennen lieB. Auch bei dieser Fraktionierung strebten wir an 
Fraktionen mit extrem hohem, bzw. extrem niedrigem Tyrosin- 
gehalte und Drehungsvermégen darzustellen, was uns auch in 
diesem Falle ohne besondere Schwierigkeiten gelang. 

Wir zerlegten also das Casein nach drei Methoden in je 
zwei Komponenten. Einfachheitshalber bezeichnen wir die Kom- 
ponente mit hohem Tyrosingehalt und niedrigem Drehungsvermigen 
mit K, und die andere, mit niedrigem T'yrosingehalt und hohem 
Drehungsvermégen mit K,. Die Resultate unserer Fraktionierungen 
fassen wir nun in der Tab. 1 zusammen: 























Tabelle I. 
Kk, Ky 
Fraktionierung 
. | Trypto- ._ | Trypto- 
aus Tyrosin| “phan | (a)h* | 727°") phan | (ah! 
in %/, in °/, in %/, a D 
Harnstofflésung . 7,71 1,63 91,2 3,95 1,07 128,0 . 
eee 7,29 | 1,50 91,0 4,04 | 1,07 127,9 
Alkoh. Ammoniak 7,82 1,62 91,2 3,87 1,11 130,8 














Wir fiigen dieser Tabelle folgende Bemerkungen zu: 

1, Zwischen den Eigenschaften der Fraktionen K, baw. K,, 
welche nach drei verschiedenen Methoden erhalten sind, sehen 
wir keine nennenswerten Unterschiede. Diese Priaparate sind als 

3* 
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praktisch rein anzusehen, nachdem sie durch mehrere Umfil- 
lungen gereinigt worden sind. 

2. Bei keiner der beniitzten Methoden haben wir Erfahrungen 
gewonnen, aus welchen wir folgern kénnten, daB das Casein auBer 
K, und K, noch einen dritten Bestandteil enthielte. 

3. Wie wir schon erwahnten, haben wir in einer friiheren 
Arbeit das Osborne-Wakemansche EiweiB nach Vorschriften 
dieser Autoren dargestellt und gefunden, da8 sein Tyrosingehalt 
4,19°/,, Tryptophangehalt 1,47°/, und Drehungsvermégen 127,0° 
ausmacht. Diese Daten weichen nur unwesentlich ab von den- 
selben unseres K,-KiweiBes, was mehr als wahrscheinlich macht, 
daB die beiden Stoffe identisch sind. Verstarkt wird diese Be- 
hauptung durch die Erfahrung, da8 sich K, sehr gut in lav- 
warmem 70°/,igem Alkohol lést. (Die Léslichkeit von K, in 
diesem Lésungsmittel ist verschwindend klein). 

4. Kine einfache Rechnung auf Grund des Tyrosingehaltes 
oder des Drehungsvermégens zeigt uns die Proportion, in welcher die 
beiden Caseinbestandteile A, und Jt, im Casein vorhanden sind. 

Wir stellten zu unseren Untersuchungen dreimal Casein dar 
Die Tyrosingehalte dieser Priiparate waren 5,78, 5,83 bzw. 6,00°,, 
ihre Drehungsvermégen aber 108,5, 107,9 bzw. 107,0°. Wenn 
der Tyrosingehalt von K, und K, — abgerundet — 7,8 bzw. 3,9°/, 
ausmacht, so weicht der Mittelwert derselben, 5,85°/, — wie wir 
sehen — kaum von den Tyrosingehalten der beniitzten Casein- 
priparate ab. Dies zeigt, daB die Proportion von K, und K, rund 
1:1 ist. Ahnliches aber etwas mehr abweichendes Resultat er- 
halten wir, wenn wir..auf Grund des Drehungsvermégens rechnen. 
Die spezifische Drehung von K, bzw. K, ist 91,0 bzw. 130,8°. 
Der Mittelwert dieser Zahlen, 110,9, weicht nur wenig ab von 
den Drehungsvermégen der beniitzten Caseine. 

Nach einer genaueren Rechnung sind die Proportionszahlen 
der beiden Komponenten A, und Kt, fiir die drei Caseinpriparate 
auf Grund ihrer Tyrosingehalte berechnet: 48:52, 49,5: 50,5, 
bzw. 54:46. Auf Grund der Drehungsvermégen aber 56: 44, 
57:43 bzw. 60:40. 

5. Wir iiberzeugten uns bei jeder Fraktionierung 6fters, 
daB das Casein waihrend derselben keine Hydrolyse oder irgend- 
eine andere irreversible Anderung erlitt. Mit anderen Worten, 
daB die Fraktionen K, und K, keine Hydrolysenprodukte oder 
Denaturierungsprodukte des Caseins darstellten. Zu diesem Zwecke 
befolgten wir zwei Wege: 
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Parallel mit den Fraktionierungen, genau bei gleichen Be- 
dingungen fihrten wir mit denselben Caseinpriparaten je eine 
wvollstindige Fillung* aus. Dies bedeutet so viel, daf wir das 
Casein genau ebenso behandelten, wie bei der Fraktionierung, 
trennten aber die gefallten Fraktionen aus der Lésung nicht ab, 
sondern lieBen dieselben so lange zusammen, bis die Lésung 
eiweiBfrei wurde. Wir wuschen und trockneten nun diese ,,voll- 
stiindig gefillten“ Priparate ebenso,/wie die einzelnen Fraktionen 
bei der Fraktionierung und verglichen dieselben mit dem be- 
treffenden urspriinglichen, d. h. nicht behandelten Casein. Was 
den Tyrosin- und Tryptophangehalt, ferner das Drehungsvermégen 
anbelangt, fanden wir keine Unterschiede zwischen denselben. 
Aber auch gegen das Labferment verhielten sich diese ,,vollstaindig 
gefillten* Caseine mit dem urspriinglichen Casein identisch: zur 
Koagulation brauchten diese Priparate — mit unwesentlichen 
Abweichungen — dieselbe Zeitdauer. 

Kine andere Probe war die Folgende: Die Priparate K, und 
K,, welche mehrfach umgefallt uud gereinigt wurden, mischten 
wir in denselben Proportionen wieder zusammen, in welcher sie 
nach der oben gegebenen Rechnung im urspriinglichen Casein 
vorhanden waren. Wir priiften nun das Verhalten dieser Mischung 
gegen das Labferment. Es zeigte sich wieder eine ziemlich gute 
Ubereinstimmung mit dem urspriinglichen Casein. 

Diese Versuche zeigen, daB die Praparate K, und K, 
keine Abkémmlinge, sondern Bestandteile des Caseins 
sind. 


Experimenteller Teil. 


Das zu den Fraktionierungsversuchen beniitzte Casein bereiteten wir 
nach van Slyke und Baker, indem wir frischer, abgerahmter Milch 
unter energischem Umriihren tropfenweise 0,05 n-Salzsiure so lange zu- 
gemischt haben, bis die Ausscheidung des Caseins eine optimale war. 
Diese Operation dauerte etwa 3 Stunden und die verbrauchte Salzsiiuremenge 
war etwa 810—840 cem auf je 1 Liter. Der Niederschlag wurde mehrfach 
mit viel Wasser gewaschen, mit 10facher Menge Alkohol stehen gelassen, 
genutscht, mit absolutem Alkohol entwiissert, mit Ather gewaschen und 
getrocknet. Nach Pulverisierung folgte eine langdauernde Extraktion mit 
absolutem Ather. 


1. Fraktionierung aus Harnstofflosung. Den ersten Orientierungs- 
versuch fiihrten wir folgenderma8en durch: Wir lésten 10 g Casein und 
40 g Harnstoff in wenig Wasser und erginzten das Volum der Lésung zu 
100 cem. Unter stetem, energischem Umriihren gaben wir nun tropfenweise 
200 cem absoluten Alkohol zu der Lésung, worauf ein Teil des EiweiBes 
gefaillt wurde (Fraktion A,). Wir trennten dieselbe durch Zentrifugieren 
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und trépfelten der klaren Lésung weitere 400 cem absoluten Alkohol zu, 


Dadurch wurde die gesamte EiweiBmenge gefiillt (Fraktion A,). Beide Nieder- 
schlige wurden mit Alkohol gewaschen, mit Ather gespiilt und im Vakuum. 
exsiccator getrocknet. 

Mit dieser Fraktionierung gleichzeitig fihrten wir eine ,,vollstindige 
Fillung“ aus, wozu ebenfalls 10 g Casein beniitzt wurde. Die einzige Ab. 
weichung von der eigentlichen Fraktionierung war nur, da8 wir die beiden 
Fraktionen nicht trennten, sondern da 600 cem absoluter Alkohol ohne 


Unterbrechung der Liésung zugetrépfelt wurden. 


tibrigens ebenso behandelt 


wie oben. 


Der Niederschlag wurde 


Bei der Untersuchung dieser Priiparate erhielten wir folgende Resultate: 





























Tyrosin | Tryptophan [o}38 
in %, in ), ‘1 0 Labprobe 
Urspriingliches Casein . . 5,78 1,40 107,45 3° 0" 
, Vollstindig gefialltes“ Cas. 5,78 1,33 107,35 8’ 7” 
py ee 6,15 1,61 100,7 a 
oe ee 3,72 1,08 125,4 we 


Wir fiigen zu dieser Tabelle folgende Bemerkungen zu: 

Wie schon erwihnt, beniitzten wir zur Bestimmung des Tyrosin- und 
Tryptophangehaltes die Methode von Folin und Marenzi. Zur Messung 
des Drehungsvermégens bereiteten wir die Caseinlésungen mit 19°/,iger 
wiBriger Boraxlésung. Die Konzentration des EiweiBes in diesen Lésungen 
war stindig 1°%/. (py dieser Lésungen war 9,0—9,1). Die Koagulations- 
dauer mit Labferment bestimmten wir nach Linderstrem- Lang folgender- 
maBen: Es wurde 1,75 g Casein in 10 ccm 0,05 n-NaOH gelést und das 
Volum auf 100 cem erginzt. Das py der Lisung wurde auf 7,0 eingestellt, 
indem wir der Lésung wenige Tropfen von 0,05 n-HCl oder NaOH zu- 
setzten. 5 ccm dieser Lésung wurden dann mit gleichem Volum einer 
0,1 n-CaCl,-Lésung vermischt und die Mischung in ein Bad von 30° ge- 
stellt. Nach Annahme dieser Temperatur gaben wir der Mischung 0,1 cem 
einer 0,05°/,igen Lablésung zu (Mercks Priparat, ,,1 : 300000“) und be- 
obachteten die Zeitdauer, welche zur Koagulation nétig war. 

Wie wir aus der Tabelle sehen, verhilt sich das ,,vollstindig gefillte“ 
Casein gegen das Labferment mit dem urspriinglichen Casein identisch. 
Auch das Drehungsvermégen desselben wurde nicht durch die Behandlung 
mit Harnstoff und Alkohol beeinflu8t. Doch sind wesentliche Unterschiede 
zwischen den Fraktionen A, und A, vorhanden. 

Wir wiederholten nun denselben Versuch mit 100 g Casein und be- 
zeichneten die beiden Fraktionen mit B, und B,: 
































Ausbeute| Tyrosin “ae “ aha P 

in g in %, in %, in ° in °/, 
Urspriingliches Casein -— 5,78 1,40 107,45 0,85 
,,Vollst. gef alltes“ Cas. = 5,78 1,33 107,33 0,85 
Fraktion B,. ... . 82,5 6,15 1,58 100,8 0,82 
ws ina he daceel 7,7 4,11 1,08 122,0 0,90 
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Zur weiteren Fraktionierung der Fraktion B, lésten wir 20 g derselben 
in konzentrierter Harnstofflésung (ganz dhnlich wie friiher) und schieden 
einen Teil mit 30 ccm absolutem Alkohol ab. (Fraktion },). Nach Ent- 


fernung dieses Niederschlages gaben wir der Lésung so lange absoluten 
 Alkohol zu (370 ccm), bis die Flissigkeit praktisch eiweiBfrei wurde. (Frak- 
tion b,). Diese Fraktionen wurden mit den folgenden Zahlen charakterisiert: 





Ausbeute Tyrosin | Tryptophan [a] 38 

in g im *, in °/) in ° 

Fraktion b, . . . 11,5 6,98 1,46 97,0 
es 6,4 4,17 1,07 129,5 














Wie sichtbar, liegt der Tyrosingehalt von 5, wesentlich héher als 


_ derjenige von B,. Die Daten von b, stehen aber sehr nahe zu denjenigen 


von B,. Dies zeigt, daB Fraktion B, eine Mischung war und es méglich 
war, aus derselben einen Bestandteil abzuscheiden, welcher im groBen 


und ganzen mit B, identisch zu sein scheint. 


Wir versuchten auch Fraktion B, weiterzufraktionieren. Zu diesem 


Zwecke lésten wir dieselbe — wie oben — in einer konzentrierten Harn- 
| stofflésung und fiigten der Liésung unter energischem Umriihren tropfen- 
_ weise absoluten Alkohol zu. Die Abscheidung des Proteins geschah nach 
| Zugabe einer gewissen Menge von Alkohol ganz plétzlich und praktisch 
vollkommen, ohne daB wir in den Eigenschaften wesentliche Unterschiede 
_ finden konnten. Dieser Umstand spricht fiir die Homogenitit dieser 
_ Fraktion. 


Nach den so gefundenen Erfahrungen strebten wir an, eine neue 


' Caseinmenge so zu fraktionieren, daB wir die Fraktion mit niedrigem 
_ Tyrosingehalt woméglich auf einmal vollstindig separieren. Wir lésten zu 
- diesem Zwecke 50 g Casein und 200 g Harnstoff zu 500 ccm und mischten 
_ der Lésung nur die Menge absoluten Alkohol (150 ccm) zu, welche einen gut 
_ zentrifugierbaren Niederschlag in der Lésung hervorrief. Nach Abschleudern 
_ dieses Niederschlages (Fraktion C,) wuschen wir denselben zuerst mit einer 
_ Lésung, deren Harnstoff- und Alkoholgehalt gleich demjenigen der Mutter- 
' lauge war. Zum weiteren Waschen diente absoluter Alkohol und Ather. 
_ Der klaren Lésung mischten wir dann so viel absoluten Alkohol zu, bis 
' sie praktisch eiweiBfrei geworden ist. Die so gewonnene Fraktion (Q,) 
_ wurde ahnlich verarbeitet. Die folgenden Zahlen charakterisieren diese 























Fraktionen: 
Ausbeute Tyrosin Tryptophan [a]i8 
m J, in %/, in °/, in ° 
| Fraktion G,... . 48 6,96 1,43 98,8 
— 46 4,09 1,09 123,2 








Wir trennten nun beide Fraktionen in 2 Teile. 


20g der Fraktion C, wurden mit 80g Harnstoff zu 100 ccm gelést 
und mit 40 cem absolutem Alkohol der erste Teil davon gefillt (Fraktion a,). 
| Der zweite Teil (Fraktion «,) wurde mit iiberschiissiger Menge von absolutem 
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Alkohol gefallt. — 20g der Fraktion C, wurden ihnlich behandelt. Mj 
100 cem Alkohol bekamen wir die erste und mit 1100 ccm die zweite Frak. 
tion (Fraktion #, und #,). Die Untersuchung dieser Fraktionen gab fol. 


gende Resultate: 





acon dl 





























Ausbeute Tyrosin | Tryptophan [o}i8 

in g in °/, in °/, in g 

Fraktion «, ... . 16 7,51 1,48 92,3 
oy 3 5,48 1,28 113,1 

.. 7-2 13 4,04 1,15 122,6 
Me 7 4,06 1,16 124,0 


Im Falle von C, war also die Fraktionierung erfolgreich, indem wir 
hier eine Fraktion erhielten, deren Tyrosingehalt héher und Drehung:. 
vermégen niedriger ist, als bei irgendeiner der friiheren Fraktionen. Fak. 
tion a, ist offenbar eine Mischung der Fraktionen «, und #, bzw. By. Die 
Fraktionen #, und £, sind identisch, was die Homogenitit von C, zeigt. 

Reinigungshalber fillten wir die Fraktion a, und die Mischung der 
Fraktionen 6, und #, nochmals um und zwar so, daB die Umfillung au 
verdiinnteren — in bezug auf Protein 1°/,igen — Lésungen geschah. 15¢ 
der Fraktion «, wurden mit 600 g Harnstoff auf 1500 cem gelést. Nach Zu- 
gabe von 150 cem absolutem Alkohol entstand plétzlich eine groBe Menge 
von Niederschlag (Fraktion y,). Abnlich wurde die Mischung von f, und 
6, behandelt. Auch hier war die Ausscheidung plotzlich (Fraktion y.). Die 
diesbeziiglichen Resultate sind die folgenden: 























Tyrosin | Tryptophan [a] 8 P 
in °/, in °/, in ° in °/, 
Fraktion 7, . ; 1,71 1,63 91,2 0,845 
ie ee 3,95 1,07 127,9 0,651 


Wie sichtbar, verursachte diese Umfillung keine wesentlichen Ab- 
iinderungen in den Eigenschaften der Fraktionen, was wir so deuten kénnen, 
daB die letzteren ziemlich rein und homogen sind. 

Zur Kontrolle wiederholten wir die oben schon beschriebene Lab- 
fermentprobe mit einer Mischung der Fraktionen y, und y, in einer Pro- 
portion von 0,429:0,466. (Nach einer Berechnung auf Grund des Tyrosin- 
gehaltes sind diese Bestandteile in diesem Verhaltnis im Casein vorhanden). 
Die Mischung koagulierte in 5’ 14”, wiihrend das urspriingliche Casein dazu 
4’ 10” brauchte. 


2. Fraktionierung aus Phenol. Nachdem wir uns iiberzeugt hatter, 
da8 das Casein durch Phenol nicht denaturiert wird, fiihrten wir folgen- 
den Versuch durch: 

70 g Casein wurden in 1750 g wasserfreiem Phenol bei etwa 70°C ge 
lést und der Lésung unter stetem, energischen Umriihren absoluter Al- 
kohol tropfenweise zugemischt. Nach einiger Zeit zeigten sich Slartige 


Tropfen, welche — nach Aufhéren des Riihrens — sich rasch absetzten 
und am Boden des GefiBes eine dichte, zusammenhingende Schicht bil: 
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deten. Die obenstehende Flissigkeit konnten wir einfach abgieBen. Dieser 
Flissigkeit haben wir wieder Alkohol so lange zugemischt, bis eine neue 
Menge des Proteins gefillt wurde. Letztere trennten wir dhnlich wie die 
erste Fraktion. Die gefillten Fraktionen wurden nun mit absolutem Alkohol 
gewaschen, mit Ather gespiilt, getrocknet und gut gepulvert in Soxhlet- 
Apparat mit Ather extrahiert. 

Parallel mit diesem Versuch fiihrten wir auch hier eine ,,vollstindige 
Fillung“ aus. 

Die Versuchsdaten sind in der untenstehenden Tab. II zusammen- 
gefaBt. 
































Tabelle IL. 
Alkohol- ‘| Aus- Tyro-|Trypto- , 
zugabe Temp. beute| sin | phan [a] pb» | Lab- 
in cem in ° fin °/,}in °/,] in %/, | 12 ° | probe 
Urspriingl. Casein -— on — | 5,83 | 1,26 | 107,9 | 2’ 50” 
»Vollst. aie Cas. — — — | 5,89 | 1,27 | 106,9 | 2’ 40” 
Fraktion ay « 42 | 72—65] 8,1] 6,62 1,45 99,7 —- 
, Ay... [weitere 50 | 72-65 | 12,2] 6,24] 1,30 | 1035 | — 
ons ee » 80] 70—58 | 18,4] 6,30] 1,30 | 1032] — 
—— ae dO | 65—55 | 16,7] 6,32 | 1,87 | 1044) — 
. — » 80 | 65 14,5 | 6,30 | 1,30 | 1040} — 
—_ ee 250 | 55—30] 15,5] 5,385 | 1,27 | 1080} — 
— tae » 3000} 20 | 12,84 4,01] 1,10 | 1278] — 


Was den Tyrosin- und Tryptophangehalt, ferner das optische Drehungs- 
vermégen anbelangt, verhalten sich die Fraktionen A, und A, extrem, wih- 
rend A,—.A, miteinander beinahe gleich sind. Fraktion A, zeigt Ubergangs- 
cigenschaften. Anscheinend ist also das Casein aus 3 ‘Kompouenten zu- 
zusammengesetzt, aus A,, 4; und A,—A,, wir werden aber weiter unten 
sehen, daB die letztere Substanz, welche die Hauptmasse des Caseins aus- 
macht, nur ein Ko-prizipitationssystem aus A, und A, bildet. 

Die Mischung der Fraktionen A,—A, fraktionierten wir nochmals, in- 
dem wir 34g derselben in 25facher Menge von Phenol bei 70° C be- 
handelten. Die Substanz liste sich diesmal nicht vollkommen. Die Fliissig- 
keit enthielt dlartige Tropfen, welche sich leicht absetzten und eine zu- 
sammenhingende dichte Schicht am Boden bildeten. Wir trennten sie ab 
und dekantierten 5mal mit je 100 g Phenol. Der nicht geldste Teil bildete 
die Fraktion B,. Aus der Fliissigkeit, welcher auch die Dekantierungs- 
fliissigkeiten zugemischt waren, erhielten wir durch Zugabe von absolutem 
Alkohol die Fraktionen B,, B, und B,. Die an diesen Substanzen erhaltenen 
Erfahrungen sind folgende: 


























Alkohol- Aus- . | Trypto- 
zugabe Temp. beute Ty orn shies [a]p® 
in ccm in ° ing | ™ lo in, in ° 
Fraktion B, _ 70 12 7,30 1,46 91,1 
» & 200 | 50—70 7 6,68 1,39 99,0 
» By | weitere 500 | 50—80 9 5,99 1,39 104,2 
” B, » 2000 | 380—17 4 4,69 1,17 123,3 
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Die Homogenitit der Fraktionen A,—A, war also nur eine scheinbare, 
da wir aus derselben Fraktionen mit hohem und niedrigem Tyrosingehalt 
(bzw. niedrigem und hohem Drehungsvermégen) erhalten konnten. Zu 
Isolierung und Reinigung setzten wir die Fraktionierung weiter fort. 

Wir mischten die Fraktionen B, und B, zusammen und fraktioniertey 
die Mischung in 2 Teile: C, (7,0) und C, (5,0). 4) 

Zur Isolierung der Fraktionen mit hohem Tyrosingehalt 
(niedrigem Drehungsvermégen) wurden dann die Fraktionen C, (7,0) 
und A, (6,6) gemischt und in 3 Teile fraktioniert: D, (7,0), D, (6,0) und 
D,; (5,0). Die Fraktion D, lieferte dann die Fraktionen E,, EH, und £,, 
deren Tyrosingehalt nicht bestimmt wurde. Aus der Mischung von B, (7,3), 
D, (7,0) und E, entstanden endlich die Fraktionen F, (7,29), F, (6,1) und F, (6,5), 
Die Fraktion F,, welche diejenige mit héchstem Tyrosingehalt darstellt, 
bildete bei dieser Fraktionierung den in Phenol unléslichen Teil. 


Um die Fraktion mit niedrigem Tyrosingehalt (hohem 
Drehungsvermégen) womdglich rein darstellen zu kénnen, 
mischten wir die Fraktionen A, (5,3) und C, (5,0), welche dann die Frak- 
tionen D, (5,5) und D, (5,0) lieferten. Aus D, entstanden andererseits die 
Fraktionen FE, und E,. Die Mischung von A, (4,0), B, (4,7), Dg (5,0), Dz (5,0), 
E, und #, separieren wir endlich nur in F’, (4,8) und F, (4,04), welch letztere 
scheinbar schon ziemlich rein ist. 


Die beiden Fraktionen mit extremen Eigenschaften sind also F, und F;: 



































Tyrosin | Tryptophan [or] 8 P 
in %, in °/, in ° m= “i, 
Fraktion F, .. . 7,29 1,50 91,0 0,896 
— we 4,04 1,07 127,9 0,650 


Fraktion F, ist offenbar nicht so rein, als das entsprechende Produkt 
der Fraktionierung aus Harnstofflésung, was seinen Grund in dem Un- 
stande hat, daB diese Substanz in ziemlich reinem Zustande im Phenol nicht 
mehr léslich und dementsprechend durch eine eigentliche Umfillung nicht 
mehr zu reinigen ist. 


Die Mischung der Fraktionen F, und F, (1:1) gab die Labferment- 
probe in 5’ 15”, wihrend das urspriingliche Casein 4’ 13” zur Koagulation 
brauchte. 


3. Fraktionierung aus alkoholischem Ammoniak. Wir bereiteten 
aus 90 g Casein eine 4°/,ige Lésung mit einer 0,05 n-Ammoniaklésung, 
welche 70°/, Alkohol enthielt. Unter stetem, energischem Umriihren setzten 
wir dieser Lésung tropfenweise 0,1 n-Salzsiure zu, welche ebenfalls 70°/, Al- 
kohol enthielt. Es entstand ein Niederschlag, bevor die Fliissigkeit neu- 
tralisiert wurde. Zeitweise nahmen wir Proben heraus und priiften, ob die- 
selben — nach Abschleudern des Niederschlages — mit alkoholischer Salz- 
siiure noch einen Niederschlag gaben. War dies nicht mehr der Fall, so 





1) Die in Klammern befindlichen Zahlen zeigen die Tyrosingehalte der 
betreffenden Fraktionen. 
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Uber die Fraktionierung des Caseins. 


_hérten wir mit der HCl-Zugabe auf und zentrifugierten die ganze Masse. 
Der Niederschlag bildete die Fraktion A. Die klare Fliissigkeit zeigte nun 
ein Py Von 7,8. 
_ alkoholischer Salzsiure bei, so entstand anfangs kein bleibender Niederschlag. 
_—rst dann trat solch einer auf, wenn die Fliissigkeit gegen Lackmus deut- 
lich sauer geworden war. 
die Menge des Niederschlags dadurch zunahm. 
Niederschlag ab (Fraktion B) und schieden das noch in der Fliissigkeit 
| geléste Eiwei8 dadurch ab, daB wir die Lésung mit Wasser auf das doppelte 
Volum verdiinnten und dieselbe mit wenig Acetatpuffer von py = 4,7 ver- 
 setzten (Fraktion C). 


Mischten wir dieser klaren Flissigkeit weitere Mengen 


Die HCl-Zugabe setzten wir so lange fort, bis 
Wir schleuderten den 


Eine ,,vollstindige Fallung“ wurde unter ganz identischen Bedingungen 


ausgefiihrt. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle zusammengefaBt: 
































oe Tyrosin dle (a), * . Pp Lab- 

in g | in fo | in %, in ° in °/, | probe 

| Urspriingliches Casein | — 6,01 1,32 107,0 0,85 2’ 36” 

Vollst. gefalltes Cas. | — 5,93 | 1,23 | 107,5 | 0,88 | 245” 
'Fraktion A... . . 25 6,93 | 1,64 99,4 | 0,80 ss 
nee See 55 5,39 | 1,26 | 111,0 | 0,89 ae 
Pew 1,5] 3,83 | 1,19 | 121,3 ~ wi 


Wir sehen, da das ,,volistindig gefillte“ Casein sich in bezug des 


_ Drehungsvermégens und der Labfermentprobe mit dem urspriinglichen 
| Casein identisch verhalt, was zeigt, da8 das Casein wihrend der Mani- 
| pulation keine wesentliche Anderung erfuhr. 


Weitere Aufgabe war die Fraktion A weiter zu reinigen. Zu diesem 


| Zwecke fillten wir dieselbe 3 mal um, ebenso wie bei der Fraktionierung. 
Der einzige Unterschied war nur, da8 die Eiweiflésungen verdiinnter, 
| 1°, ige, waren. 


Die Resultate sind die folgenden: 


























Tyrosin |Tryptophan| [«]}§ 
in %/, io *, in ° Pu 
fo ee ee ee ee 6,93 1,64 99,4 7,8 
| Dieselbe nach der ersten Umfillung | 1,14 1,32 94,0 7,1 
* * » zweiten _,, 7,82 1,62 91,2 8,2 
» » aritten  ,, 7,81 1,62 — 8,6 


' geschah. 
' unserer Fraktion, was ein Beweis fiir die Reinheit bietet. Das Drehungs- 
| vermégen konnte nach der dritten Umfillung nicht bestimmt werden, da 
die Substanz sich in 1°/,iger Boraxlésung nicht mehr léste. 


Die letzte Kolumne zeigt die py-Werte, bei welchen die Umfillung 
Die dritte Umfillung inderte nicht mehr die Eigenschaften 


Um die andere Fraktion (mit niedrigem Tyrosingehalt und hohem 


Drehungsvermégen) in gréBerer Menge darstellen zu kénnen, fraktionierten 
| wir 20 g der Fraktion B nochmals ebenso, wie die Anfangsfraktionierung 
_geschah. So erhielten wir die Fraktionen A,, B,, C,, welche die folgenden 


Eigenschaften zeigten : 


J. Groh, Uber die Fraktionierung des Caseins. 

















Tyrosin Tryptophan [a}38 
in °%/, in °/, =” 
is ak een 7,05 1,48 98,1 
et 5,27 1,28 111,0 
IT 3,91 1,17 124,0 











Die Ausbeute von A, und C, machte nicht mehr als je 1 g aus, 
Die Fraktion B, wurde nun nochmals umgefiallt, wodurch die Frak. 
tionen A,, B, und C, gewonnen wurden. Ohne nihere Untersuchun 


wurde B, weiter fraktioniert, was die Fraktionen A,, B, und C, lieferte § 


Die Fraktionen A, und A;, bzw. C, und C; wurden dann vereinigt und 
untersucht. Die Resultate sind die folgenden: 














Tyrosin Tryptophan [a}h§ 
in °/, in °, in ° 

A, oh A, 7,37 1,55 ia 
eae. +. 4° 5,39 1,34 118,9 
0, +0, 3,291) 1,17 130,6 








Die Fraktionen B, B, und £, haben also gleiche Eigenschaften, doch 
kann man aus ihnen die beiden Komponenten mit extremem Tyrosingehalte 
und Drehungsvermégen abtrennen. Offenbar haben wir es in ihnen nit 
einem gut definierten, aber ,,reversibel dissoziablen Komponent-System‘ 
zu tun (S6rensen). 

Dieselben Operationen haben wir nochmals mit 32 g der Fraktion 8 
durchgefiihrt, damit wir gréBere Mengen aus der Fraktion mit niedrigem 
Tyrosingehalt (und hohem Drehungsvermégen) gewannen. Diese Fraktionen 
wurden 6fters umgefallt und endlich haben wir eine Fraktion erhalten, 
welche 3,87°/, Tyrosin, 1,11°/, Tryptophan, 0,69°/, P enthielt und deren 
Drehungsvermégen 130,8° war. Wir halten dies fiir das reinste Priparat 
unter allen. Es lést sich in lauwarmem 70°/,igem Alkohol restlos. 

Die Mischung dieser letzteren Fraktion mit der dreimal umgefiillten 
Fraktion A (Verhiltnis 1:1) koagulierte mit dem Labferment in 5’ 30”, 
wiihrend das urspriingliche Casein dazu 4’ 41” brauchte. 


Die Versuche haben wir mit Unterstiitzung der Ungarischen 
Landeskommission zur Férderung der Naturwissenschaften und 
der Széchenyi Wissenschaftlichen Gesellschaft ausgefiihrt. 





1) Dieses Resultat ist offenbar falsch, weil wir nie mehr eine Fraktion 
von so niedrigem Tyrosingehalt darstellen konnten. Die Bestimmung 


konnte nicht wiederholt werden, weil die Substanz zu anderen Zwecken 
verbraucht war. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XLITI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1934.) 


Uber eine Ketolactam- und eine Dioximino-hydroxamsiure. 
Dehydrocholsaure-trioxim, C,,H,,N,O, wird durch Salpeter- 


| siure (D. 1,4) von Raumtemperatur zu einer Nitroketohydroxam- 
| dicarbonsiure C,,H,,N,O, oxydiert, die durch Reduktion in eine 
_ Oximinoketohydroxamsaure iibergeht. Letztere Siure laBt sich 
' durch Spaltung der Ketoximgruppe in eine Diketohydroxamsiure 
_ iberfiihren?), Oximiert man die Nitroketohydroxamsiure, so er- 
hilt man eine Nitrooximinohydroxamsiure, die durch Beckmann- 
_ sche Umlagerung in eine Nitrolactamhydroxamsiure umgewandelt 
_ wird. Diese Verbindung kann zu einer Oximinolactamhydroxam- 
_ siure reduziert werden. Die letztgenannten Reaktionen sind in 


der vorigen Mitteilung*) beschrieben worden. Im AnschluB an 


| diese Versuche sind noch 2 weitere Hydroxamsiuren, die ein ge- 
_ wisses Interesse boten, hergestellt worden, so daB also jetzt im 
_ ganzen 8 Vertreter der Reihe bekannt sind. 


Wird die Oximinolactamhydroxamsiure I vorsichtig mit Salz- 


| siure erhitzt, so wird lediglich die Ketoximgruppe gespalten und 
' man erhalt die Ketolactamhydroxamsiure II. Da in diesem 
_ Korper tatsiichlich die Hydroxamsiuregruppe noch enthalten ist, 
| ergibt sich sofort aus der intensiven Eisenreaktion; da8 er auch 
' den Lactamring unversehrt besitzt, folgt aus seinem Verhalten 
 gegeniiber Salpetersiure (D. 1,4) von Zimmertemperatur. Dabei 
| wird die Hydroxamsiuregruppe zersetzt und in die Carboxylgruppe 
_ tbergefiihrt und man erhalt die von friiher her schon bekannte 


1) M.Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 181, 185 (1929); 183, 88 (1929). 
*) Diese Z. 223, 259 (1934). 
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Ketolactamtricarbonsiure III, die durch ihre beiden ineinande § 
umwandelbaren Formen charakterisiert ist. Kocht man die Keto. § 
lactamhydroxamsiure IT lingere Zeit mit Salzsiure, so wird dic fh 
Hydroxamsiuregruppe hydrolysiert und gleichzeitig der Lactan. — 


ring aufgespalten. Wird die gekochte salzsaure Lisung, die noch 


das abgespaltene Hydroxylamin enthilt, zur Trockne gebracht, « & 
tritt die NOH-Gruppe wieder in das Molekil, an das C-Atom 7, 


ein, und es bildet sich die Oximinoaminotetracarbonsiure IV. Sic 


war friiher beim Kochen usw. von Biliansiure-oximlactam V durch & 
die ganz entsprechenden Vorginge (Lactamringspaltung, Abspaltung & 
der Oximgruppe und Wiederoximierung) erhalten worden. Bef 
ihrer Entstehung aus der Verbindung II handelt es sich um eine & 
Umoximierung, indem die NOH-Gruppe aus der Hydroxan. & 
siuregruppe (—C(:0)—NHOH) bzw. Hydroximsiuregrupp & 


(—C(: NOH)—OH) an das C-Atom 7 sich begibt. DaB die Oxi. 


minoaminotetracarbonsiure aus dem Kérper II identisch ist mi & 


der aus Bilianséure-oximlactam V erhiltlichen, lieB sich leicht 
feststellen durch ihre Uberfiihrung in die merkwiirdige, mit Natron- 
lauge Stickstoff liefernde Verbindung, die friiher beschrieben worden 
ist und in der vielleicht ein inneres Diazoniumsalz vorliegt). 
Reduziert man die Nitrooximinohydroxamsaure C,,H,,N,0, 


(Strukturformel vgl. letzte Mittl.*)] mit Zinkstaub und Ammoniak, & 


so erhilt man die Dioximinohydroxamsiure VI, indem sich an der 
Nitrogruppe die folgende Umwandlung vollzieht: >C=—=C(NO,)— 
—»> >CH—C(: NOH)—. Da8 der Kérper VI tatsiachlich dem hier 
skizzierten Strukturbild entspricht, lie8 sich durch seine Beck- 


mannsche Umlagerung zeigen. Nach friheren Erfabrungen war f 


von vornherein zu erwarten, dai unter dem EinfluB des un- 
lagernden Reagenses (heiBe 90°/,ige Schwefelséure) sowohl dic 


Ketoximgruppe 7 als auch die Hydroxamsiéuregruppe unverindert & 


blieben, wihrend der Ketoximring © sich umlagern sollte. In der 
Tat erhielt man bei dem Versuch, die Oximinolactamhydroxan- 
siure I, die, wie in der vorigen Mitteilung beschrieben, auch durch 
Umlagerung der Nitrooximinohydroxamsiure C,,H,,N,O, und 
darauffolgende Reduktion hergestellt werden kann. Die Identif- 
zierung des aus VI erhaltenen Umlagerungsproduktes erfolgte 


durch seine Uberfithrung in die blaue Nitrosoverbindung C,,H,,N,0,, 


in den farblosen Kérper C,,H,,N,O,, und in die Ketolactamhydr- 


oxamsiure II. Bei der Umlagerung der Dioximinohydroxamsiure 





1) Diese Z. 217, 70 (1933); 220, 61 (1938). 2) a. a.0., S. 262. 
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| erweitert sich also der Ketoximring C in demselben Sinne, wie er 
dies bei der Umwandlung der Nitrooximinohydroxamsiure und 
' ferner bei der von Biliansiure-dioxim, Desoxybiliansiure-oxim und 
| Biliobansiureoxim tut (vgl. die letzte Mittl.). Auch daran sei er- 
innert, daB die Struktur des Lactamringes nach gemeinsam mit 
'J.Reschke ausgefiihrten Versuchen wahrscheinlich die in den 
-Formeln I, II, III und V bezeichnete ist (also CO an C!8, NH 
' an C!!, nicht umgekehrt). — Man hiitte erwarten sollen, daB die 
_ Dioximinohydroxamsiiure VI mit Salpetersiiure bei gewéhnlicher 
| Temperatur die hellblau gefirbte Nitrosoverbindung C, sH,,NO, 

| lieferte, wie dieser Kérper aus Biliansiure-dioxim, Biliansiiure-7 (- 
| monoxim und aus der Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,O, ge- 
| bildet wird?). Auffallenderweise lie8 sich aber bisher bei der 


Kinwirkung von Salpetersiiure auf die Verbindung VI der ge- 


| nannte Nitrosokérper nicht isolieren, obwohl er durch gute Kry- 
- stallisationsfahigkeit ausgezeichnet ist. Die Reaktion bedarf daher 
noch der Klarung. 


NH——CO NH——CO 
| | | 
H,C1) 13)¢ CH, C 
a | | 
CH,CH,CH OC CH,CH,CH  C 
Ye —— ia al of, “i 4 
I CH, SH I 


C 


| 


‘i 
jou Je 
HON:C-OH CH  C:NOH  HON:C-OH 


oH i, Pr 


Oximinolactamhydroxamsiure, Ketolactamhydroxamsiure, 
C,H y,N,Og. C,,Hs,N,9,. 
NH——-CO NH, COOH 
| | | | 
= r CH, C 
| | 
se ape 
awd — 
n i IV cH, CH 
bed 
COOH CH CO COOH ye: 70 : NOH 
a kal 
COOH (CH, COOH CH, 
Ketolactamtricarbonsiure, Oximinoaminotetracarbonsiure, 
_ CagagNOp. CoyHlsgN2 Oy. 


) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 194 (1928); 177, 290 
(1928); 183, 94 (1929). 
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C: NOH 
NH——CO GH ev 
bx, | ° | 
wmte a 
 _ oe = ~ ee 
|r | a aides [ (: NOH 
on th, Gon Ot, 
Biliansiure-oximlactam, Dioximinohydroxamsiure, 
C,,Hs,N.0;. C,,H;,N,05. 


Zu den Strukturformeln ist zu bemerken, daB die angenommene 
Lage der Hydroxamsiuregruppe zwar wahrscheinlich, aber nicht 
sicher ist, u. U. miiBte diese Gruppe mit der in 1,6-Stellung zu 
ihr befindlichen Carboxylgruppe den Platz tauschen!). Die Klammer 
bedeutet den AnschluB des Restes C,H,, - COOH. 


Beschreibung der Versuche. 


1. Ketolactamhydroxamsaure II aus Oximinolactamhydroxamsiurel. 
Die Herstellung der Oximinolactamhydroxamsiure I (durch Re- 
duktion der entsprechenden Nitroverbindung) ist in der letzten 
Mitteilung beschrieben worden’). 1 g der Verbindung I wurde in 
10 ccm 20°/, iger Salzsiure gelést, die Lésung in einem Reagenz- 
glas in siedendes Wasser gestellt und 10 Minuten lang darin 


belassen. Nach dem Abkiihlen gab man 40 ccm Wasser hinz, — ‘ 


klirte die schwach getriibte Fliissigkeit durch Filtrieren und iiber- 
lieB das Filtrat mehrere Stunden sich selbst. Es schieden sich 
allmahlich (schneller beim Reiben mit dem Glasstab) nadelférmige 
Krystalle aus, die abgesaugt und mit Wasser gewaschen wurden, 
Ausbeute: 0,42 g. Durch Umkrystallisieren aus Wasser erhielt 
man den Stoff in farblosen Tafeln und flachen Nadeln vom Zer- 
setzungsp. 238° Eine kleine Probe, in Alkohol gelést, gab mit 
einem Tropfen Kisenchloridlésung eine intensiv dunkelrote Farbung. 

0,1305 g Subst. (bei 120° getr.): 6,70 cem N (17,5°, 750,0 mm). 

C,,H,.N,0; Ber. N 5,83 Gef. N 5,95. 

Das bei der Reaktion abgespaltene Hydroxylamin lieB sich 

in dem salzsauren Filtrat nach dem Alkalisieren leicht durch 





1) Diese Z. 181, 190, 191 (1929). *) Diese Z. 223, 265 (1934). 
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: Fehlingsche Lésung nachweisen. Daf die Verbindung II noch 
den Lactamring enthilt, ergibt der folgende Versuch. 


2. Einwirkung von Salpeterséure auf die Ketolactamhydroxam- 


| siure II. 0,42 ¢ der Verbindung II wurden mit etwa 3 ccm Sal- 
_ petersiure (D. 1,4) zusammengebracht, es trat sofort eine stiir- 


mische Gasentwicklung auf und es bildete sich eine hellgriin 


' gefirbte Lésung. Worauf die Griinfairbung zu beziehen ist, muS 
| dahingestellt bleiben, sie war noch nach 5/, Stunden deutlich zu 
'erkennen. Ohne Riicksicht hierauf zu nehmen, gab man nach 
| dieser Zeit 18 ccm Wasser hinzu und erhielt beim Reiben mit 
| dem Glasstab gut ausgebildete, derbe Krystalle mit glinzenden 
' Flichen; die Formen erinnerten sofort an die friiher beschriebenen 
_ ,kleinen Krystalle* der Ketolactamtricarbonsiiure III und zeigten 
' auch den erwarteten unscharfen Zersetzungspunkt von 200—205°. 
Sie wiesen einen schwach griinlichen Stich auf, der aber nach 
dem Trocknen und Zerreiben nicht mehr zu erkennen war. Die 
_ Ausbeute betrug 0,23 g (nicht beriicksichtigt ist eine kleine Menge, 
| diesich aus Mutterlauge + Waschwasser beim Stehen noch ausschied). 


0,1743 g Subst. (bei 120° getr.): 4,70 cem N (21°, 753,6 mm). 
C,,H,,NO, Ber. N 3,01 Gef. N 3,10. 
Zur weiteren Charakterisierung wurden die ,,kleinen Krystalle“ 


| nach friiher gemachten Angaben’) in die andere Form (,,Nadeln“) 
' tbergefiihrt, die bei 262° sich zersetzten (friiher gefunden: etwa 
| 260°. — Bei dieser Gelegenheit ist der am Ende der letzten 
_ Mitteilung?) beschriebene Versuch wiederholt worden. Man hatte 


aus der Oximinolactamhydroxamsiiure I die blaue Nitrosoverbin- 


dung C,,H,,N,O, hergestellt und diese durch Natronlauge in die 


_ Ketolactamtricarbonsiiure III iibergefiihrt. Die letztere Siaure 


wurde in Gestalt der ,kleinen Krystalle* erhalten, wihrend die 


Herstellung der ,,Nadeln“, wohl wegen der kleinen fiir den Versuch 
_ benutzten Substanzmenge und weil das Zwischenprodukt, der 


Nitrosokérper, nicht umkrystallisiert worden war, nicht recht 
gelingen wollte. Bei Einsatz eines etwas gréBeren Quantums des 


Stoffes (0,5 g des Kérpers I) und nach Umkrystallisieren der Nitroso- 
| verbindung lieBen sich jetzt auch die ,,Nadeln“ ohne Schwierig- 
_ keit herstellen. 


3. Oximinoaminotetracarbonsdiure IV aus Ketolactamhydroxam- 
siure II. 0,7 g Ketolactamhydroxamsiure I] kochte man mit 


') Diese Z. 176, 193 (1928). 2) a. a. O., S. 266. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXVI. 4 
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42 com 20°/,iger Salzsiure 4 Stunden lang am RiickfluBkiihler, 
wobei keine wesentliche Fiarbung auftrat. Die Liésung brachte 
man zur Trockne und nahm den Riickstand mit Natronlauge auf 
dann wurde die Flissigkeit mit Essigsiure schwach angesiiuert 
(Lackmus) und mit 35 ccm 5°/,iger Kupferacetatlisung versetzt, 
Die entstandene griine amorphe Fillung saugte man nach 24 Stunden 
ab, wusch sie mit Wasser aus und zersetzte sie, nach dem Aut. 
schwemmen in Wasser, in der Wirme durch Schwefelwasserstoff 
Das Filtrat vom Schwefelkupfer schied beim stiirkeren Einengen 
kleine Mengen prismenférmiger Krystalle aus; ohne Riicksicht hier. 
auf zu nehmen wurde es zur T'rockne gebracht und der Trocken. 
riickstand mit 95°/,igem Alkohol angerieben und erwirmt. Nach 
dem Erkalten trennte man die ungeléste weife Masse durch Ab. 
saugen von der braungefirbten alkoholischen Lésung und wusch 
sie mit Alkohol aus. Sie wog getrocknet 0,3 g. Beim Umkry- 
stallisieren aus Wasser erhielt man fast farblose Prismen vom 
Zersetzungspunkt 224° nach nochmaligem Umkrystallisieren zeigten 
die jetzt ganz ungefarbten Krystalle den Zersetzungspunkt 228°, 
wie er friiher fiir die Oximinoaminotetracarbonsiure IV anderer 
Herkunft gefunden worden war. 

0,1096 g Subst. (bei 120° getr.): 5,35 cem N (21°, 754,2 mm). 

C,,H3.N,0, Ber. N 5,62 Gef. N 5,62. 

Um das erhaltene Produkt niher zu kennzeichnen, fiihrie 
man eine kleine Probe (etwa 0,14 g) in der friiher beschriebenen 
Weise!) in die mit Natronlauge Stickstoff liefernde amorphe 
Substanz?) iiber. 20 mg des farblosen amorphen Kérpers brachte 
man in ein Girréhrchen, das mit 5°/,iger Natronlauge gefiillt 
wurde. Die sich bildende Lésung begann alsbald Gas zu ent- 
wickeln; die nach 24 Stunden erhaltene Gasmenge war schitzungs- 
weise dem Gasvolumen gleich, das friiher unter den gleichen 
Bedingungen aus der amorphen Verbindung, die aus Oximino- 
aminotetracarbonsiure anderer Herkunft (Biliansiiure-oximlactam 
hergestellt worden war, gewonnen wurde. 


4. Dioximinohydroxamsaure VI aus Nitrooximinohydroxamsaure 
C,,H,,N,0,. Uber die Herstellung der Nitrooximinohydroxamsiure 
durch Oximieren der Nitroketohydroxamsiure C,,H,,N,O, vgl. die 
letzte Mitteilung*), Anfangs versuchte man, den Korper C,,H,.N,0, 
durch Erhitzen mit Eisessig und Zinkstaub zu reduzieren, das 


1) Diese Z. 217, 74 (1933). 2) Diese Z. 220, 61 (1933). 
3) a. a. O., S. 263. 
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‘hierbei erhaltene Produkt lieB sich aber nicht oder nur schlecht 
: krystallisieren. Es wurde deshalb das Reduktionsverfahren an- 
vewandt, das frither fiir die Uberfitthrung der Nitroketohydroxam- 
’ silure CogH3,N, Op in die Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,O, 


24 36-2 


Foedient hatte). 2g der Nitrosiure C,,H,.N,O, wurden mit 2,5 g 
‘Zinkstaub und 25 com waBriger Ammoniaklésung (von etwa 9). 
/20 Minuten lang geschiittelt. Es trat dabei eine miBige Er-) 
| wirmung ein. Das vom Zinkstaub abgesaugte klare Filtrat ver- 
‘dimnte man mit 25 com Wasser und siuerte es mit 20°/,iger 
| Salzsiiure unter Abkiihlen und Zugabe einer weiteren Menge 
'Wassers stark an (Lackmus). Die ausgeschiedene schneeweibe 
‘Masse setzte sich nicht ab und lief sich auch nur schwer ab- 
'saugen. Nach dem Absaugen und Auswaschen mit Wasser liste 
sich der stark klebrige Filterriickstand in Sodalésung klar auf, 
-ein Zeichen dafiir, daB Zinkverbindungen nicht zugegen waren. 
Er wurde nunmehr aus 70°/,igem Alkohol umkrystallisiert und 
'so in Gestalt von farblosen Blattchen oder Tafeln erhalten. Aus- 
' beute (nach einmaligem Umkrystallisieren): 1,1 g. Eisenreaktion: 
'weinrot. Zersetzungspunkt: 270° (schon vorher starke Braun- 
| firbung). 


0,1178 g Subst. (bei 120° getr.): 8,75 cem N (19°, 759,5 mm). 
C.,H5,N30, Ber. N 8,48 Gef. N 8,68. 


5. Umlagerung der Dioximinohydroxamsdure VI. 1g der Di- 


' oximinohydroxamsiiure VI wurde mit 12 ccm 90°/,iger Schwefel- 
' siiure 20 Minuten lang auf dem Wasserbad erhitzt, die Lisung 
_firbte sich dabei nur sehr wenig. Nach dem Erkalten wurde sie 
_auf Kis bzw. in Eiswasser gegossen und die saure Reaktion der 
| Fliissigkeit durch Zusatz von 33 ccm 22°/,iger eisgekiihlter Natron- 
_lauge abgestumpft; es schied sich auch jetzt zuniichst noch nichts 
'aus, erst beim Reiben mit dem Glasstab erfolgte eine krystal- 
 linische Abscheidung, die, aus Wasser umkrystallisiert, in farblosen 
| langen Nadeln vom unscharfen Zers.-P. 210° erhalten wurde [vgl. 
' vorige Mitt.?); der durch Reduktion der Nitrolactamhydroxam- 
| siure C,,H,.N,O, erhaltene Stoff war auch nach dem Umkrystal- 


724°"35~ ‘3 


| lisieren aus Wasser nicht véllig ungefirbt und zersetzte sich 
_ Wenig niedriger]. Ausbeute (nach einmaligem Umkrystallisieren): 
/ uindestens 50°/, der eingesetzten Dioximinohydroxamsiure. 


0,1316 g Subst. (bei 120° getr.): 9,60 cem N (19,5°, 760,2 mm). 
C,,H,,N,0, Ber. N 8,48 Gef. N 8,52. 


1) — Z. 183, 93 (1929). 2) a. a. O., 8. 265. 
4* 
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Zur Identifizierung des Umlagerungsproduktes wurden 
3 Reaktionen angestellt, zu I. und II. vgl. letzte Mitteilung?, 
zu III. den 1. Versuch dieser Mitteilung (S. 48). 

I. 0,1 g der Substanz brachte man mit 1,2 com 57° iger 
Salpetersiiure zusammen: unter lebhafter Gasentwicklung entstan( 
eine blaue Lésung, die nach 15—20 Minuten mit einer reichlichen 
Menge Wasser versetzt wurde. Die hierdurch erzeugte hellblave 
Fallung, die beim Stehen krystallinisch wurde, saugte man nach 
24 Stunden ab, wusch sie mit Wasser aus und krystallisierte sie 
aus 30°/,iger Essigsiure um. Es wurden die blaugefarbten 
Krystalle der Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, vom Zers.-P. 231! 
erhalten. 

If. Wie IL, nur stand die Lésung 6 Tage, sie wurde dabei 
allmihlich farblos (bis auf einen ganz geringen griinlichen Stich), 
Auf Zusatz von 18 ccm Wasser entstand eine weibe Fallung, 
die beim Stehen krystallinisch wurde. Beim Umkrystallisieren 
aus Wasser resultierten die farblosen Krystalle der Verbindung 
C,,H,,N,0O,, vom Zers.-P. 206°. 

III. 0,1 g des Umlagerungsproduktes wurden nach der oben 
(S. 48) gegebenen Vorschrift behandelt. Das nach Umkrystal- 
lisieren aus Wasser erhaltene Produkt bestand aus farblosen 
Tafeln und flachen Prismen vom Zers.-P. 238°. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
danke ich ergebenst fiir Bereitstellung von Mitteln zur Durch- 
fiihrung der vorliegenden Untersuchung. 


1) a. a. O., S. 265, 266. 
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